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OZET

Benzodiazepinler, merkezi sinir sistemi {izerindeki etkilerinden dolayr uykusuzluk
tedavisinde, anksiyete Onlemede ve kas agrilarinda siklikla regetelendirilen ve bagimlilik
potansiyeli yiiksek olan ilaglardandir. Alkol ise tip, endiistri gibi bir¢cok alanda yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Alkoliin merkezi sinir sistemi {izerindeki etkileri nedeniyle, kullanicilarda
davrams degisiklikleri goriiliir. Ulkemizde ve diinyada kétiiye kullanimi da yaygin olan bu
maddeler siddet, hirsizlik, cinsel saldir1 gibi suglarin kolaylasmasina sebep olabilir ve siiriis
giivenligini olumsuz etkileyebilirler. Alkoliin yasal ve kolay ulasilabilir olmas1 da sugun bir

pargasi olmasini kolaylagtirir.

Bu ¢alismada yaralamali trafik kazalarinda alkoliin ve benzodiazepinlerden diazepam,
klonazepam, alprazolamin varligi arastirilmistir. Ayrica serum orneklerinde benzodiazepin
tayini igin segici ve giivenilir bir analiz yontemi gelistirilmistir. Bu amagla Saglik Bilimleri
Universitesi Haseki Egitim ve Aragtirma Hastanesi Acil Tip Poliklinigi'ne yaralamal: trafik
kazalar1 sonucu basvuran siiriiciilerden tam kan ve serum Ornekleri alinmistir.
Benzodiazepinlerin serumdan nicel ve nitel tayini i¢cin Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometrisi (GC-MS) sistemi kullanilarak yontem gelistirilmis ve analiz yapilmistir. Tam
kanda alkol analizi i¢in ise Head Space/Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (HS/GC-

MS) sisteminden yararlanilmaistir.

Caligmada; diazepam igin 1.25-30 pg/mL dogrusal araliginda R?= 0.9997 (y=0,3949x-
0,0178) bulundu. Geri kazanim oran1 7.5 pg/mL konsantrasyonda %76.67+8.17, 20 pg/mL
konsantrasyonda %73.30+7.85 bulundu. Alprazolam icin 5-120 pg/mL dogrusal aralikta R?=
0.9990 (y=0,2121x-0,1654) bulundu. Geri kazanim yiizdeleri 30 pg/mL konsantrasyonda
%74.53+8.27, 80 pg/mL konsantrasyonda %74.08+9.52 bulundu. Klonazepam i¢in 10-60

ng/mL dogrusal aralikta R?= 0.9987 ( y=0,02392x-0,03803) bulundu. Geri kazanim yiizdeleri



15 pg/mL konsantrasyonda %74.60+£9.38, 40 pg/mL konsantrasyonda %70.23+10.23
hesaplandi. Klonazepam-TMS igin 10-60 ug/mL dogrusal aralikta R?= 0.9970 (y=0,1159x-

0,2259) bulundu.

LOD ve LOQ degerleri sirasiyla diazepam igin 0.396 pg/mL ve 1.201 pg/mL, alprazolam igin
0.887 ng/mL ve 2.688 ug/mL, klonazepam i¢in 3.472 pg/mL ve 10.521 pug/mL, klonazepam-

TMS i¢in 4.885 pg/mL ve 14.802 pg/mL dir.

Siirticiilerden alinan 40 serum numunesinin hi¢birinde diazepam, alprazolam ve klonazepam
etken maddelerine rastlanmadi. Alkol analizi i¢in toplanan 37 tam kan numunesinin 6’sinda

etil alkole rastlandi.

Bu ¢aligsmada siirtis glivenligini olumsuz etkileyen bazi benzodiazepinlerin varligini tespit
etmek iizere analitik olarak gegerli bir analiz yontemi gelistirilmistir, ¢alismanin bu yontem

ile daha fazla sayida olgu ile siirdiiriilmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Benzodiazepin, alkol, DUID, GC-MS, diazepam, alprazolam,

klonazepam
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SUMMARY

Benzodiazepines are frequently prescribed drugs due to their effects on central nervous
system in the treatment of sleep disorders, anxiety and muscle pain and also have addiction
potential. Moreover, addiction potential of these drugs makes them the most abused
prescribed drug group around the world and in our country. Alcohol is widely used in many
areas such as medicine and industry. Due to the effects of alcohol on central nervous system,
behavioral changes can be observed. Alcohol and benzodiazepines, which are frequently
abused can cause violence, theft, and sexual assault crimes and impair driving safety as well.

Alcohol is legal and easily accessible which makes it easy to be a part of a crime.

In this study presence of alcohol and diazepam, alprazolam and clonazepam among
benzodiazepines on driving ability and injured traffic accidents was investigated. In addition,
it was aimed to develop a selective and reliable GC-MS method for determination of
benzodiazepines in serum samples. For this purpose, whole blood and serum samples were
collected from injured drivers involved in traffic accidents in University of Health Sciences,
The Emergency Clinic of Haseki Training and Research Hospital. The method was developed
and serum samples were analyzed using the Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS) system for the quantitative and qualitative determination of benzodiazepines. For
alcohol, whole blood samples were analyzed by Head Space / Gas Chromatography-Mass

Spectrometry (HS / GC-MS) system.

In this study, the linearity range of diazepam was found 1.25-30 ug/mL with R?>= 0.9997
(y=0.3949x-0.0178). The recovery ratios were found %76.67+8.17 at 7.5 pg/mL and
%73.30+7.85 at 20 pg/mL. The linearity range of alprazolam was found 5-120 pg/mL with
R?= 0.9990 (y=0.2121x-0.1654). The recovery ratios were found %74.53+8.27 at 30 pug/mL

and %74.08+9.52 at 80 ug/mL. For clonazepam the linear range was found 10-60 pug/mL and



Xii
R?= 0.9987 ( y=0.02392x-0.03803). The recovery ratios were found %74.60+9.38 at 15

ug/mL and %70.23+10.23 at 40 pg/mL. For clonazepam-TMS the linear range was 10-60

ug/mL and R2= 0.9970 (y=0,1159x-0,22509).

LOD and LOQ values were 0.396 pg/mL ve 1.201 pg/mL for diazepam, 0.887 pug/mL ve
2.688 ug/mL for alprazolam, 3.472 ug/mL ve 10.521 pg/mL for clonazepam and 4.885

ug/mL ve 14.802 pg/mL for clonazepam-TMS respectively.

No diazepam, alprazolam or clonazepam active ingredients were found in any of the 40
serum samples collected from drivers. But 6 of 37 whole blood samples were determined as

positive for alcohol.

As a conclusion, a validated analytical method was developed for determination of
benzodiazepines which impair driving ability, it is planning to conduct for further studies

with more cases.

Key words: Benzodiazepines, alcohol, DUID, GC-MS, diazepam, alprazolam, clonazepam



1. GIRIS VE AMAC

Amerikan Psikiyatri Birligi’nin tanimlamasia gore “madde” terimi kotiiye kullanilan bir
uyusturucuyu, tibbi bir ilac1 veya toksik bir maddeyi ifade edebilir. Alkol, amfetaminler,
esrar, kokain, haliisinojenler, inhalantlar, nikotin, opiyatlar, fensiklidin ve sedatifler,

hipnotikler, anksiyolitikler, regeteli veya regetesiz ilaglar ¢esitli madde siniflarindandir (1, 2).

Maddelerin her tiirlii kullanimi1 insan davraniglarini etkileyebilir. Bunun sonucunda bireyler,
madde etkisi altinda iken, siddet, saldiri, hirsizlik, cinsel saldir1 suglarinin ve ayrica trafik
kazalarimin faili veya magduru olabilirler. Bireyler maddeleri kendilerinin ve g¢evrelerinin
yasal regeteleri araciligiyla, saglik calisani olmalari durumunda sahip olduklari is olanaklarini

kullanarak veya internet ve sokaktan yasadisi yollarla elde edebilirler (2, 3).

Alkol ise bireylerde davramis degisikliklerine sebep olur. Karar verme davraniglarinda ve
algida bozulma, gorsel ve isitsel fonksiyonlarin zayiflamasi, riza gosterme yetilerinde ve
hafizada problemler goriilebilir. Alkol ilaglarla birlikte kullanimi merkezi sinir sistemi
tizerindeki etkilerini arttirabilir ve i¢ine konulan maddenin tadin1 gizleyebilir. Bu da cinsel
suclar basta olmak tizere bircok sugun gerceklesmesini kolaylastirir. Biligsel fonksiyonlar1 ve

psikomotor performansi bozmasi sebebiyle siiriis performasini olumsuz etkiler (2).

Receteli ve recetesiz ilaglarin istismari; ilacin recete edilmedigi halde veya regete
edildiginden fazla dozda ve farkli amaglarla kullanilmasidir. Regeteli ilaglarin yanlis ve

kotiiye kullanimlari, bagimlilik da dahil gesitli saglik problemlerine sebep olabilir (2).

Benzodiazepinler anksiyolitik, sedatif, hipnotik ve antiepileptik etki gosteren ve dozlarina
gore psikomotor refleksleri yavaglatabilen ve yaygin olarak recetelendirilen ilaglardandir.
Ayni zamanda yasadist madde kullanicilar tarafindan da istismar edilmelerinden dolay: adli

olgularda da karsilagilan maddelerdendir (4). Genel olarak giivenli sayilmasina ragmen



ozellikle alkol, yasadist maddeler ve sakinlestiriciler, antidepresanlar gibi diger ilaglarla
birlikte kullanildiginda ev ve trafik kazasi riskini arttirir. Ayrica sebep oldugu uyusukluk hali,
idrakin zayiflamas1 ve hafiza kayiplarindan dolay1 cinsel saldir1 bagta olmak iizere madde

etkisi altinda gergeklesen suglarda kullanilabilirler (5).

Arag kullanimi, giindelik bir aktivite olarak goriilmesine ragmen merkezi sinir sistemi ile
birlikte organlarin koordinasyon halinde c¢alismasini gerektiren, hizli diislinerek c¢abuk
hareket edilmesi gereken bir eylemdir (6, 7). Bu yiizden de trafige ¢ikarken siiriiciilerin,
beyin fonksiyonlarini etkileyecek, konsantrasyonu bozacak ve fiziksel yetilerine zarar
verecek her tilirlii davranistan kagimmasi gerekmektedir. Ancak giliniimiizde trafik
yogunlugunun ve arag¢ sayisinin siirekli artmasi ve arag kullanim siirelerinin uzamasi da arag

kullanimini olumsuz etkilemektedir (7).

Trafikte siiriis performansini olumsuz sekilde etkileyen ve siiriiciileri risk altinda birakan
nedenler arasinda Ozellikle alkoliin ve sonrasinda da yasa dis1 maddelerin sebep oldugu

sonuglar artik kamuoyu tarafindan bilinmektedir ve bir¢ok ¢aligmanin konusu olmustur (8, 9).

Bu calismada alkoliin ve kontrollii receteli ilaglar sinifinda yer alan benzodiazepinlerden
diazepam, klonazepam ve alprazolamm tedavi maksatli veya istismar edilerek
kullanimlarinin yaralamali trafik kazalarinda yayginliklar1 ve trafik giivenligine olan riskleri
arastirilmistir. Bu amagla Saglik Bilimleri Universitesi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi
Acil Tip Poliklinigi ile ortak ¢alisilarak yaralamali trafik kazalart sonucu hastaneye bagvuran
stirliclilerden tam kan ve serum numuneleri alinmigtir. Benzodiazepinlerin nicel ve nitel
tayini i¢in Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) sistemi kullanilarak yontem
gelistirilmis ve analiz yapilmistir. Alkol analizi i¢in ise Head Space/Gaz Kromatografisi-

Kiitle Spektrometrisi (HS/GC-MS) sisteminden yararlanilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Benzodiazepinler

1960’11 yillarda tibbi uygulamaya baslanmasiyla beraber, benzodiazepinler bir ¢ok lilkede
siklikla regetelendirilen ve medikal kullaniminin yaninda kétiiye kullanimi da yaygin olan
psikotrop ilag gruplarindan biri olmustur (5, 10, 11). Bu maddeler, anksiyete ve uykusuzluk
tedavisinde, kas agrilarin1 6nlemede, alkol bagimliligi tedavisinde, panik bozukluklarda ve
epileptik nobetleri 6nleme amaciyla kullanilirlar (4, 12). Ayrica ugak yolculugu gibi gegici
zorlanmalarin  yasandigi durumlarda da kullanilabilirler (13). Kullanimlarina gore

anksiyolitik, hipnotik, antiepileptik ve anestezik olarak 4 sinifa ayrilirlar (14).

Benzodiazepinlerin diger anksiyolitiklere gore terapotik indekslerinin genis olmasi, yan
etkilerinin daha kolay tolere edilebilir olmasi, doz asiminda ciddi yan etkilerin daha az
goriilmesi, disiik ilag etkilesimi olusturmalari ve etkilerinin ¢abuk baslamasi, bu maddelerin
yaygin olarak tercih edilme sebeplerindendir. Ancak bagimlilik yapma ve istismar
potansiyelleri sebebiyle Tiirkiye’de yesil regete ile satilarak kullanimlar1 kontrol edilmektedir

(13, 15).

2.1.1. Benzodiazepinlerin kimyasal yapilari

Benzodiazepinlerin ana yapisi benzen halkasi (A halkasi) ile birlesmis 7 {iyeli diazepin (B
halkas1) halkasidir. Klasik benzodiazepinler, 5-aril yapis1 (C halkasi) ve 1,4 diazepin halkas1
icerir; bu yapiya 1,4-benzodiazepinler (diazepam, klonazepam) denir. Diazepin halkasindaki
1 ve 2 numarali pozisyonlarin triazol ve imidazol halkalar1 ile birlestirilmesi sonucu
triazolabenzodiazepinler (alprazolam) ve imiadazobenzodiazepinler elde edilmis olur (13).

Benzodiazepinlerin kimyasal yapist Sekil 2.1.’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Benzodiazepinlerin Kimyasal Yapis1 (13)

2.1.2. Benzodiazepinlerin etki mekanizmasi

Benzodiazepinler etkilerini GABA-benzodiazepin reseptor kompleksi iizerinde, kendilerine
Ozgli bolgelere baglanarak gosterirler. GABA (y-aminobutirik asit), sinir sisteminin ana
inhibitér norotransmitteridir ve ii¢ ana reseptor alt tipi vardir (GABAa, GABAg ve GABAC).
Benzodiazepin reseptorii olan GABAA ortasinda bir anyon kanali (Cl") bulunan kapali bir
yapidadir. Benzodiazepinlerin baglanma yeri ise a ve y birimlerinin bulundugu yerdedir ve
baglanmalariyla beraber iyon kanalinin agilma sikligini arttirarak GABA’nin etkilerini
kolaylagtirirlar (13, 15). Benzodiazepinlerin GABAA reseptoriine baglanmasini gosteren

sematik goriiniim Sekil 2.2.’de verilmistir.

Benzodiazepin
baglanma yeri

Sekil 2.2. GABAA reseptoriiniin sekli ve benzodiazepin baglanma bolgesi (16)



2.1.3. Benzodiazepinlerin farmakokinetik o6zellikleri

Benzodiazepinler etki siirelerine gore ti¢ gruba ayrilirlar:

Kisa etki stireli benzodiazepinler; yarilanma Omrii 6 saatin altinda olanlar (triazolam,
midazolam), orta etki siireli benzodiazepinler; yarilanma omrii 6-24 saat arasinda olanlar
(alprazolam, flunitrazepam, lorazepam) ve uzun etki siireli benzodiazepinler; yarilanma émrii

24 saatten uzun olanlardir (diazepam, klonazepam, nordiazepam).

Benzodiazepinler lipofilik karakterdedirler, bu sebeple kan-beyin bariyerini kolaylikla
gecerler. Ayrica gastrointestinal sistemden tam olarak emilirler ve kisa siirede plazma pik
konsantrasonuna ulagirlar. Ancak terapotik etki stirelerini yarilanma Omriiniin yaninda,

dagilim hacimleri de belirler, bu da lipofilik olma derecelerine baglidir.

Benzodiazepinlerin metabolizasyonu biiyiik oranda karacigerde sitokrom P450 enzimleri ile 3
asamada gerceklesir. Ilk basamakta diazepin halkasinda gerceklesen N-deasetilasyon
reaksiyonu sonucu diazepam, prazepam ve halazepamin ortak ana metaboliti olan
desmetildiazepam (nordiazepam) aktif metaboliti elde edilir. Alprazolam gibi orta etki siireli
benzodiazepinler bu basamaga ugramazlar. Ikinci basamak hidroksilasyon basamagidir ve
sonucunda nordiazepam aktif metaboliti olan oksazepama doniisiir. Hidroksilasyon, ilk
basamaga gore ¢ok daha yavas gerceklesir. Uciincii basamak ise hidroksi gruplarinm
glukuronik asitle konjugasyonudur ve genel olarak inaktif metabolitler olusur. Kisa etki siireli
benzodiazepinler eger hidroksi grubuna sahip degillerse karacigerde hizli bir sekilde a-
hidroksi metabolitlerine doniistiiriiliip glukuronik asit ile konjuge edilerek suda ¢oziiniir hale
gelir ve bobreklerden atilirlar (13, 14, 15). Benzodiazepinlerin metabolizasyonun genel

semas1 Sekil 2.3.’deki gibidir.
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Sekil 2.3. Benzodiazepin metabolizasyonunun genel semasi (17)

2.1.4. Benzodiazepinlerin yan etkileri

Benzodiazepinlerin en sik goriilen yan etkileri sedasyon ve uyusukluk halidir. Ozellikle
yiiksek dozlarda psikomotor performansi bozabilirler. Ayrica algilama, animsama ve yeni

seyler 6grenme gibi bilissel islevleri de olumsuz etkileyebilirler (13, 15).

Benzodiazepinler bagimlilik potansiyeli olan ve koétiiye kullanilan ilaglardandir. Doza ve
kullanim stiresine bagli olarak fiziksel ve psikolojik bagimlilik, yoksunluk sendromu, bilissel
bozukluklar goriilebilir ve tolerans gelisebilir. Uzun siireli, yiiksek dozda kullanimlarda ilag
aniden kesildiginde yoksunluk belirtileri de daha siddetli goriiliir. Benzodiazepinlerin

bagimlilig1 veya istismari psikiyatrik tedavi gorenlerde ve maddeleri kotiiye kullananlarda



genel popiilasyona gore daha yiliksek bulunmustur. Ayrica daha Onceden benzodiazepin

kullanan bireylerin uzun siireli kullanici olma egilimleri de vardir (14, 15, 18).

Benzodiazepinlerin motor koordinasyonu bozmasi ve psikomotor reaksiyon hizin1 azaltmasi,
sedasyon, sersemlik ve dikkatin zayiflamasi gibi yan etkileri siirlis giivenligini tehlikeye
atabilir. Alkol ve benzeri ilaglarla kombine kullanimi1 da santral sinir sistemi {lizerindeki

etkilerini arttirir (13, 19).

2.1.5. Diazepam

Diazepamin kimyasal formiilii C16H13CIN20 ve molekiil agirligi 284.8’dir. Kimyasal ad1 ise
7-Chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-3H-1,4-benzodiazepin-2-one’dir (20). Diazepamin

kimyasal yapist Sekil 2.4.’deki gibidir.

Ik sentezlenen benzodiazepin klordiazepoksidin ardindan 1963 yilinda diazepamin da klinik
kullannrmina baslanmistir. Anksiyolitik etkili benzodiazepinlerdendir. Agizdan alindiginda
hizli bir sekilde emilir ve etkileri ¢abuk baglar. Yaklasik 30-90 dakika arasi bir siirede pik
plazma seviyesine ulasir. Daha lipofilik oldugundan dagilimi yiiksektir, kan-beyin bariyerini
hizli bir sekilde gegebilir. Plazma proteinlerine baglanma oran1 %98-99 seviyelerindedir.
Uzun etki siireli benzodiazepinlerdendir ve yarilanma omrii 20-100 saat arasindadir. Aktif
metaboliti desmetildiazepamin (nordazepam) yarilanma Omrii ise 40-100 saat arasinda
degismektedir. Bu siireler yaslilarda ve bebeklerde daha uzun olabilir. Alinan dozun yaklasik
%701 idrarla atilir ve diazepamin ¢ok az bir miktar1 degismeden kalir. Giinliik kullanim dozu
5-30 mg arasindadir. Plazmadaki terapotik konsantrasyonu 0.1-2.5 mg/L’dir. Kandaki
derisimi 1.5 mg/L’yi gectikten sonra toksik etkiler meydana gelebilir. ilacin baslica yan etkisi

asir1 uyku halidir (13, 20).
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Sekil 2.4. Diazepamin Kimyasal Yapis1 (20)

2.1.6. Alprazolam

Alprazolamin kimyasal formiilii C17H13CINs ve molekiil agirligi 308.8°dir. Kimyasal ad1 ise
8-Chloro-1-methyl-6-phenyl-4H-[1,2,4]-triazolo[4,3-a][1,4]-  benzodiazepine’dir (20).

Alprazolamin kimyasal yapisi Sekil 2.5.deki gibidir.

Alprazolam 1,4-benzodiazepin yapisina triazol grubunun eklenmesiyle olusmus bir
benzodiazepindir. Yaygin anksiyete bozuklugu ve panik atak tedavisinde sik kullanilir ve
kisa siirede etkileri goriiliir. Antidepresan etkisinden dolay1 depresyon tedavisinde de

kullantlir (13).

Orta etki siireli benzodiazepinlerdendir ve yarilanma omrii 11-15 saat arasindadir. Agizdan
alindiktan sonra 1-2 saat igerisinde pik plazma seviyesine ulasir. Aktif metabolitleri o-
hidroksialprazolam ve 4-hidroksialprazolamdir. Yaklasik %801 idrarla viicuttan atilir.
Giinlik dozu 1-3 mg arasindayken panik atak tedavilerinde 10 mg’a kadar kullanilabilir.

Toksik etkileri 0.1-0.4 mg/L serum konsantrasyonunda goriilmektedir (20).
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Sekil 2.5. Alprazolamin Kimyasal Yapis1 (20)

2.1.7. Klonazepam

Klonazepamin kimyasal formiilii C1sH10CIN3O3 molekiil agirligi 315.7°dir. Kimyasal adi1 ise
5-(2-Chlorophenyl)-7-nitro-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepin-2-one’dir (20).  Klonazepamin

kimyasal yapist Sekil 2.6.’deki gibidir.

Klonazepam genel olarak alprazolam ile benzer etkilere sahiptir ancak yarilanma omrii daha

uzun oldugundan anksiyeteyi daha uzun siire kontrol altinda tutabilir (13).

Uzun etki siireli benzodiazepinlerdendir ve yarilanma 6mrii yaklasik 20-40 saat arasindadir.
Glnlik dozu ise yaklasik 4-8 mg’dir. Plazmada terapotik konsantrasyonu 0.02-0.07
mg/L’dir. Toksik etkiler 0.Img/L’den itibaren goriilebilir. Oral yolla viicuda alindiktan
yaklagitk 4 saat sonra pik plazma seviyesine ulasir. Metabolitleri sirasiyla 7-
aminoklonazepama ve 7-acetamidoklonazepamdir. 7-aminoklonazepam az miktarda aktiftir.
Klonazepamin tamamina yakini pargalandiktan sonra idrardan atilir ve idrardan atilma orani

%70 civarindadir (20).
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Sekil 2.6. Klonazepamin Kimyasal Yapisi (20)

2.2. Alkol

Alkol; tip, endiistri gibi bir¢cok alanda yaygin sekilde kullanilmaktadir. Alkollii iceceklerin
temel maddesi olmasindan dolay1 etanol (etil alkol), ilk ¢aglardan beri insanlar tarafindan
bilinmekte ve kullanilmaktadir. Karbonhidratlarin fermantasyonu veya distilasyonu ile elde
edilen, keyif verici ve bagimlilik yapic1 ozelligi olan etil alkol; renksiz, ugucu, yanici,
kendine has kokusu ve tadi olan bir maddedir. Kaynama noktasi 78.5°C ve erime noktasi

-117.3°C’dir. Organik ¢oziiciilerde ve suda ¢oziiniirliigi yiiksektir (14, 21).

Alkoliin yagda ve suda ¢oziniirliigii yiiksek oldugundan mide bagirsak kanalindan pasif
difiizyonla hizli bir sekilde ve tam olarak emilebilir. S1vi olmasi, kiigiik molekiillii olmasi ve
iyonize olmamasi absorbiyonu hizlandirir. Biiyiik bir kismi ince bagirsaktan emilir ve ince
bagirsaktaki absorbsiyon hizi mideden daha fazladir. Normal sartlarda alindiktan sonra 40-60
dakika i¢inde maksimum kan konsantrasyonuna ulasir. Alkol, kan beyin bariyerini de hizla
gecebilmektedir (15, 21). Alkoliin %98’¢ kadar olan kismi karacigerde metabolize olur, geri
kalan1 ise solunum, idrar, ter ve tiikiiriik ile degismeden viicuttan uzaklastirilir. Etil alkoliin
metabolizasyonu Sekil 2.7.’de sematik olarak gosterilmistir. Bu sayede kandaki alkol
seviyesinin belirlenmesinde solunum havasindan yararlanilir. Solunum havasindaki alkol

miktar1, kandaki konsantrasyonun iyi bir gostergesidir (15, 21).
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Sekil 2.7. Etanoliin metabolizasyon asamalarinin sematik goriintiisii (15)

Alkoliin merkezi sinir sistemi izerindeki etkileri nedeniyle, kullanicilarda davranis
degisiklikleri goriilir. Az miktarda alindiginda endise ve sikilganlik halini azaltir, 6fori
olusturur, 6zgiiveni arttirir. Bireylerde konuskanlik ve hareket etme egilimi goriilebilir.
Biligsel aktivitelerde zayiflamaya sebep olur. Kandaki alkol seviyesinin artmasiyla
duygularda dalgalanmalar goriilebilir. Ayrica motor kontrol bozuklugu, konusmada bozulma,
sendeleme, olaylara reaksiyon vermede yavaslama, hafiza sorunlari gorilebilir. Bunun
disinda alkoliin diisiik dozlar1 solunum merkezini aktive ederken doz artmasiyla baskilayici
etki olusturmaya baglar. Alkoliin sinir hiicrelerinin membraninda néronlar arasi iletisimde
iyon akisini ve hiicre membraninin yapisini etkiledigi diisiiniilmektedir. Sinir hiicreleri
arasindaki sinyal akigin1 bozmaktadir (15, 21). Tablo | alkoliin kandaki konsantrasyonuna

gore kullanicilarda gosterdigi etkileri belirtmektedir.
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Tablo I. Konsantrasyona gore alkoliin gosterdigi etkiler (21)

Konsantrasyon Etki

mg/dL (promil)

10-50 (0.10-0.50) Belirgin bir bozukluk yaratmaz, reflekste hafif baskilanma
yapar.

30-120 (0.30-1.20) Ofori, ¢ok konusma, azalmis baskilanma, yargilanma

yeteneginde ve kontrolde azalma, ince motor
hareketlerinde azalma

90-250 (0.90-2.50) Duygusal degiskenlik, alg1 ve hafizada bozulma, goriis
yeteneginin azalmasi, denge bozuklugu

180-300 (1.80-3.00) Bas donmesi, ¢ift gorme, azalmig kas koordinasyonu,
telaffuzda bozulma

350-500 (3.50-5.00) Koma, anestezi, reflekslerin ciddi olarak baskilanmasi,

solunum ve dolasim ger¢eklesmemesi ihtimali, olas1 6liim

2.3.1. Alkoliin adli bilimlerdeki yeri

Alkoliin tek basina veya diger psikotrop maddelerle kullaniminin sebep oldugu etkiler cinsel
saldir1 suclar1 da dahil olmak iizere cesitli suclarin islenmesini kolaylastirabilir. Alkollii
icecekler, icine eklenen maddenin tadinin baskilanmasini saglayabilir ve maddenin etkisini
arttirabilir. Alkoliin yasal ve kolay ulasilabilir olmasi da sugun bir pargasi olmasini

kolaylastirir (7).

Alkol, motor koordinasyonu ve biligsel aktiviteleri bozarak arag siirlis yetenegini de olumsuz
etkilemektedir. Ayrica alinan alkol miktarma bagli olarak olaylara tepki verme davranisi da
etkilenir. Gorme duyusunun zayiflamasi ve denge bozuklugu da alkol kullaniminin
sonuglarindandir. Bunlarin yaninda alkoliin ruhsal durumu etkilemesi; cesaret artisina sebep
olarak kisilerin risk alma egiliminde olmasi da trafik giivenligini olumsuz etkileyen

faktorlerdendir (21).
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2.3. Madde/ila¢ Etkisi Altinda Ara¢ Kullanimi — DUID

Madde/ilag etkisi altinda ara¢ kullanimi (DUID — Driving Under The Influence of Drugs),
bireylerin yasa dis1 madde veya medikal ilag tiiketiminden sonra trafik giivenligine engel

olabilecek ara¢ siirme eylemini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (22).

Yasadis1 maddelerle gilindelik hayatta kullanilan regetelendirilmis bazi1 psikotrop ilaglarin
merkezi sinir sisteminde gosterecegi etki ve/veya yan etkiler, dikkat ve refleks kayiplarina,
gérme yetisinin zayiflamasina, karar verme yeteneginin azalmasina, 6zgiiven ve risk alma
davraniglariin artmasina neden olarak, siiriis performansini olumsuz etkilemeleri nedeniyle

trafik kazasi riskini arttirirlar (23, 24).

Avrupa Birligi tarafindan 2006 - 2011 yillar1 arasinda gergeklestirilen Avrupa’da Uyusturucu
Madde, Alkol ve Ilag Etkisi Altinda Ara¢ Kullanim1 — Driving Under the Influence of Drugs,
Alcohol and Medicines in Europe (DRUID Project) projesinde 13 iilkede trafikte seyir
halinde bulunan yaklasik 50.000 siiriiciiniin kan ve agiz i¢i sivilariyla analizler yapilmistir.
Proje sonucunda alkol orani1 % 3.48, yasa dis1t madde % 1.9 bulunmus, medikal ilaglara da %
1.36 oraninda rastlanmistir. Ayrica ilaglarin siirlis glivenligine etkilerine gore 4 smifa
ayrildig bir kategorizasyon sistemi ortaya ¢ikmistir. Kategori 0; giivenligi oldugu diisiiniilen
ilaglar, kategori 1; siiriis lizerinde diisiik seviyede etkileri olan ilaglar, kategori 2; siiriisii orta
derecede etkileyen ilaglar ve kategori 3; siirlisii ciddi sekilde etkileyen ve tehlikeli
sayilabilecek ilaclar. Boylelikle giindelik hayatta kullanilan regeteli/recetesiz ilaglarin ve
diger uyusturucu/uyarict maddelerin bilingli/bilingsiz kullanimlarinin, alkol ve ilaglarla
birlikte kullanimlarinin 6liim ve yaralanmaya sebep olan trafik kazalarinin riskini arttirdigi

ortaya ¢ikmustir (7, 8).
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Avrupa Birligi’nin 2006-2011 yillart arasindaki DRUID Projesi kapsaminda yiiriittiigii bir
bagka calismada ise, ¢esitli tibbi ilaclarin (hipnotikler, anksiyolitikler, opioid ve opioid
olmayan analjezikler ve antipsikotikler) kullaniminin trafik kazalarinda etkilerini
degerlendirmek icin deneyler yapilmistir. ilaglarm etkilerini gozlemlemek igin 9 farkli
deneysel c¢alismada gercek veya simiile edilmis siirlis performansindan ve buna bagh

toksikolojik analizlerden yararlanilmistir (25).

2.3.1. Sayilarla Trafik Kazalarinin Sonug¢lar:

Teknolojik gelismeler ve niifus artist motorlu araglarin yayginlasmasini ve ulagimin
kolaylasmasini saglarken cevre kirliligini, trafik yogunlugunu ve motorlu ara¢ kazalarini da
beraberinde getirir (26, 27). Trafik kazalari, karayollar1 trafik yonetmeliginde su sekilde
tanimlanmistir: “karayolu tizerinde hareket halinde olan bir veya birden fazla aracin karistig

0liim, yaralanma ve zararla sonuglanmis olan olaydir” (28).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2015 yil1 yol giivenligi raporuna gore, trafik kazalarina
bagh o6liimler tiim 6liim nedenleri arasinda 9. sirada olmasina ragmen 2030 yilinda bunun 7.
siraya yiikselecegi ongoriilmektedir. Ayrica 15-29 yas aras1 6lim nedenlerine bakildiginda,
trafik kazas1 yaralanmalarinin sebep oldugu 6liimlerin bu yas grubundaki tiim 6liim sebepleri

arasinda ilk sirada bulundugu da raporda yer almaktadir (29).

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun verilerine gore ise 2004 yili boyunca 537.352 trafik kazasi
meydana gelmistir ve bunlarin 77.088°1 6limlii yaralanmali trafik kazasidir, 4.427 hayatini
kaybederken 136.437 kisi de yaralanmistir (30). 2014 yilinda ise trafik kazasi sayisi
1.199.010’na yiikselirken bu kazalarin 1.030.498 adedi maddi hasarli, 168.512 adedi 6liimli
veya yaralamali trafik kazasidir. Bu kazalarda 3.524 kisi hayatin1 kaybederken 285.059

kisinin de yaralandig1 kaynaklarda yer almaktadir. Meydana gelen 6liimlii yaralamali trafik
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kazalara sebep olan kusurlarin sebeplerine bakildiginda ise 193.215 kusurun %88,6’sinin
siirici  kaynaklt oldugu bildirilmistir (31). Son yayinlanan 2016 yilina ait verilere
bakildiginda ise 185.128 adet olimlii yaralanmali trafik kazasi sonucu 303.812 kisi
yaralanmistir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun verilerine gore kazaya neden olan kusurlara
bakildiginda, siiriicii kaynakli kusurlar %89,6 oranindadir (32). Bu verilere gore kazalarin
yayginlig1 ve sikligi, sebep oldugu 6liim ve yaralanma oranlar1 ve ekonomik sonuglar1 goz

oniine alindiginda bunun bir halk sagligi problemi oldugu sdylenebilir.

2.3.2. Madde/ilac ve Alkol Etkisi Altinda Ara¢c Kullamminda Ulkemizdeki Yasal

Uygulama

Tiirkiye’de de tiim diinyada oldugu gibi bu konuda gerekli yasal sinirlamalar uzun yillar 6nce
getirilmistir. 5237 sayili Tiirk Ceza Kanunu’nun 179/3. maddesinde alkol veya uyusturucu
madde etkisi altinda ara¢ kullanimi “Topluma Kars1 Suglar” basligi altinda “Trafik
Giivenligini Tehlikeye Sokma” suglari iginde yer almaktadir (33). Karayollar1 Trafik
Yonetmeligi'nin 97. maddesinde ise alkol, uyusturucu ve uyarict maddeler etkisi altinda arag
kullanmanin kriterleri ve cezalari ¢ok daha ayrintili olarak agiklanmistir. Alkollii arag
kullanimina hususi araglar i¢in 0.50 promile kadar izin verilmisken diger araclar i¢in bu sinir
0.20 promil olarak belirlenmistir. Uyusturucu ve uyarict maddelerin trafikte kullanimi ise

herhangi bir yasal sinir olmaksizin tamamen yasaklanmistir (34).
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2.3.3. Benzodiazepinler, Alkol ve DUID

Benzodiazepin grubu ilaglarin medikal kullanimlarinin yaninda kotiiye kullanimlari da
mevcuttur. 2004-2011 yillar1 arasinda yapilan bir arastirmada ABD’nin biiyiik sehirlerinde
benzodiazepinlerin amaci disinda kullanimlar1 sebebiyle acil servise yapilan basvurularin

yillar i¢inde arttig1 belirtilmistir (35).

Ulkemizde Adli Tip Kurumu’nda benodiazepinlerle ilgili yapilan bir ¢alismada 2008-2009
yillar1 arasinda 5. Ihtisas Kurulu’nda 5237 sayili kanunun “iiretimi resmi makamlarin iznine
veya satisi yetkili tabip tarafindan diizenlenen regeteye bagli olan ve uyusturucu veya uyarict
madde etkisi doguran maddeler” hakkindaki maddesi kapsaminda degerlendirilen dosyalar
arasinda en sik karsilasilan ilag grubu %82.3 oraninda benzodiazepinlerdir. Benzodiazepinler

arasindan da en ¢ok klonazepam, diazepam, alprazolam ve lorazepam ile karsilagiimistir (36).

2012 yilinda Istanbul’da 10. siif 8grencileriyle yapilan bir arastirmada ise tiitiin, alkol ve
madde kullanimmin yasam boyu en az bir kere deneme oranina bakilmistir ve

benzodiazepinler; nargile, alkol, sigara ve ugucu maddelerin hemen arkasindan gelmektedir

(37).

Benzodiazepinlerin psikomotor performansi olumsuz etkilemesi, sedasyon, sersemlik ve
biligsel aktivitelerin zayiflamasi gibi yan etkileri siiriictilerin trafikte ihtiyaci olan direksiyon
hakimiyeti, hiz kontrolii, yol takibi ve acil durumlarda karar verme becerisi gibi
davraniglarini etkileyebilir (19). Uluslararasi Alkol, Uyusturucu ve Trafik Giivenligi Konseyi
(ICADTS) medikal ilaglar siirlis performansina etkilerine gore 3 kategoriye ayirmustir.
Benzodiazepin grubu ilaglar da genel olarak siiriis performansi i¢in orta seviyede olumsuz
etkileri olan Kategori 2 ve potansiyel olarak tehlikeli goriilen Kategori 3’de

smiflandirilmistir. Kategori 2 i¢in kan alkol konsantrasyonu 0.5-0.8 g/L araligina esdeger
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goriilirken, Kategori 3 igin ise kan alkol konsantrasyonu >0.8 g/L seviyesine esdeger
goriilmektedir. Birgok Avrupa Birligi iilkesi i¢in kan alkol konsantrasyonunun yasal sinirinin

0.5 g/L oldugu diisiiniildiigiinde benzodiazepin grubu ilaglarin siiriis performansina olan

etkileri dikkate alinmalidir (19, 38).

Ote yandan, alkol kullanan bir siiriiciiniin kaza yapma riski, 4-10 kat aras1 artmaktadir.
Kandaki alkol konsantrasyonu arttikga bu risk artar. Ancak alkoliin her birey tizerindeki
etkileri degiskenlik gosterebildiginden, hangi seviyede olursa olsun risk olusturduguna dikkat
edilmelidir. Amerika’da 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada trafik kazalari sonucu olen
stiriiciilerin yaklasik yarisinin alkol kullandig1 bildirilmistir. Tiirkiye’de ise Trafikte Alkol ve
Uyusturucu ile Etkin Miicadele Sempozyumu sonug¢ bildirgesine gore, siirliciiler arasinda

alkol tespit edilme oraninin %15.4-35.2 arasinda degistigi belirtilmektedir (15, 39).

Ulkemizde 2010-2011 yillar1 arasinda gergeklesmis trafik kazalarini kapsayan bir ¢alismada,
4274 siirlictinlin 91’inde alkoliin yan1 sira bir psikoaktif madde tespit edilmistir. Bunlarin
%44’tinde sadece alkol, kalaninda ise kannabis (esrar), benzodiazepinler, barbituratlar,

antidepresanlar, kokain ve amfetaminler bulunmustur (23).

2012-2015 yillar1 arasinda Iskogya’da 6liimlii kazalarin sonucunda siiriicii ve motosiklet
stiriiciilerinden alinan Orneklerle yapilan toksikolojik analizlerde alkol ve kannabiodlerden
sonra en ¢ok opioidlere ve benzodiazepinlere rastlanmistir (40). Hastanelerin acil servislerine
gelen yaralamal1 trafik kazalariyla yapilan bir ¢alismada ise alkoliin ve yasal ve yasadisi ilag
ve maddelerin analizleri yapilmistir. Alinan numunelerde alkol seviyesi yasal sinirin tizerinde
olan siiriicii oran1 %26 bulunurken, diazepam oran1 %1.1 ve alprazolam %0.2 bulunmustur

(41).
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Kore’de yol kenar1 testlerinde alkol i¢in pozitif sonug verdigi goriilen siiriiciilerle yapilan bir
calismada, toksikolik analizlerde benzodiazepine de rastlanmstir (42). Isveg’te ise bozulmus
stirlis sebebiyle yakalanan siiriiclilerden alinan kan 6rneklerinde diazepam ve nordiazepam
oranlarina bakilmistir (43). Ayrica Avrupa Birligi’nin ¢aligmasina gore siiriiciiler arasinda en
stk rastlanan medikal ila¢ grubunun da benzodiazepinler oldugu bildirilmistir, ardindan

opioidler ve z-druglar gelmektedir (8).

Bircok iilkede trafik kazalarina sebep olan kusurlar incelendiginde, alkoliin olumsuz etkileri
daha iyi takip edilip raporlandigi halde, yasal ve yasadist bir¢ok ilag ve maddenin kullanim

yayginligi ve etkileriyle ilgili calismalar devam etse de halen yeterli degildir (44).

2.4. Kromatografi

Kromatografi, kompleks karisimlarda bulunan bilesenleri ayirmak, teshis ve tayin etmek i¢in
kullanilan yontemleri kapsar. Yunancada ‘“chroma” renk ve “graphein” yazi anlamina
gelmektedir. Kromatografinin tarihi yirminci yiizyilinin baslarina dayanir. Rus botanikgi
Michael Tswett calismalarinda yaprak pigmentlerinin protein molekiilleri tarafindan
adsorplandiklarint gézlemlemistir. Ayrica gelistirdigi bir cam kolonla klorofil, ksantofil gibi
birgok bitki pigmentini ayirmayr basarmustir. Ayrilan maddelerin kolonda renkli bantlar

seklinde gériinmesi yonteme kromatografi ismini vermesine sebep olmustur (45, 46).

Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi’nin (International Union of Pure and
Applied Chemistry — TUPAC) tamimina gore; kromatografi ayrilacak bilesenlerin iki faza
dagildigr bunlardan birinin duragan (sabit faz) iken ve digerin belirli bir yone ilerledigi

(mobil faz) fiziksel bir ayirma yontemdir (47).

Kromatografik ayirmalarda numune, gaz veya sivi hareketli faz (mobil faz) ile beraber bir

kolonda veya kati1 bir yilizeyde bulunan ve numuneyle karismayan duragan faz (sabit faz)
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icinden gegirilir. Bu fazlar secilirken numune bilesenlerinin hareketli ve sabit fazlarda farkli
oranlarda dagilmasi ve ortami farkli zamanlarda terk etmeler amaglanir. Hareketlerindeki hiz
farkliligindan dolayr numune bilesenleri kolonda bantlar halinde ayrilirlar. Ayrilan bantlar
cihazdaki detektor iginden gegerken elektronik sinyalleri olustururlar. Bu sirada kaydedici,
her bandi bir pik haline doniistiiriir ve bunlar kromatogram seklinde gozlenir. Boylece

kalitatif veya kantitatif analizler yapilabilir (45, 46).

2.4.1. Kromatografinin siniflandirilmasi

24.1.1. Ayirma mekanizmasina gore

2.4.1.1.1. Adsorpsiyon Kromatografisi

Maddelerin adsorpsiyon enerjilerine bagli olarak farkli oran ve kuvvette adsorbe olmalari
esasina dayanir. Yani maddenin mobil ve sabit faz iizerindeki adsorpsiyon noktalar: arasinda
dengeye varmasiyla ayirma gergeklesir. Boylece maddeler kromatografi kolonunda bantlar

halinde birbirinden ayrilir. Olusan piklerle miktar tayini yapilir (46, 48).

Adsorpsiyon kromatografisi ilk kesfedilen kromatografik yontemdir. Bu yontemle izomerleri,
hidrokarbonlari, hormonlar1 ve antibiyotikleri ayirmak miimkiindiir. Ancak yontemin bazi
dezavantajlar1 da vardir. Bunlar kisaca: adsorpsiyon noktalarinda ayrilmasi planlanan
maddelerin par¢alanmasiyla beklenenin disinda bir madde bulunmasi, sabit fazin maddeler ile
kimyasal reaksiyona girmesi, uygun bir sabit ve mobil faz bulmanin bazen uzun stirmesidir

(49).

2.4.1.1.2. Dagilma kromatografisi

Maddelerin mobil faz ve sabit faz arasinda dengeye varmasiyla gerceklestirilen ayirma

islemine dagilma kromatografisi denir. Maddeler, dagilma kat sayilarina bagh olarak farkl
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hizlarda hareket ederler ve birbirlerinden ayrilirlar boylelikle bir denge kurulmus olur. Bu
dengelerin kurulma siirelerinin farkliligindan dolayr kolondan farkli zamanlarda detektore
ulagirlar ve maddelerin kromatogramlari elde edilir. Yani maddeler birbirine karismayan iki

faz igerisindeki ¢Oziiniirliiklerine bagli olarak dagilirlar (46, 48).

Mobil faz siv1 veya gaz, sabit faz ise kolonunun i¢ yiizeyinde kaynama noktasi yiiksek sivi
veya kati olabilir. Mobil fazin sabit fazda ¢oziinmemesi veya birbirlerine karigmamalar

gerekmektedir. Bu yontemle birbirlerine yakin maddeleri ayirmak miimkiindiir (48, 49).

2.4.1.1.3. lyon degistirme kromatografisi

Kat1 bir maddenin yapisindaki iyonlari, ¢6zeltide bulunan ayni cins yiiklii bagka iyonlarla
degistirmesine dayanan bir ayirma yoOntemidir. Sabit fazda anyon veya katyonlari
degistirebilen fonksiyonel gruplar bulunur. Iyonik maddelerden olusan numunenin
iyonlarinin kromatografik sistemde sabit fazdaki anyon ve katyonlarla yer degistirmesiyle
denge olusur. Ayrimi yapilacak maddeye gore sabit fazda anyon degistirici veya katyon

degistirici kullanilabilir (46, 49).

Iyon degistirici secerken, ¢dzelti ortaminda hi¢ ¢dziinmeyen biiyiik molekiillii maddelerden
olmasina dikkat edilir. Giinlimiizde organik iyon degistiriciler daha fazla kullanilmakla
beraber inorganik ve organik olabilirler. Bu yontemle ayirilmalart zor olan bazi iyon ve

asitlerin birbirlerinden ayrilmasi saglanabilir (46, 48).

2.4.1.1.4. Jel filtrasyon kromatografisi (molekiiler elek kromatografisi)

Bu yontemde ayirma islemi maddelerin molekiil biiytikliiklerine baghdir. Kiitlesi biiyiik olan
molekiiller, gbzenekli taneciklerden olusan filtre edici jelden (sabit faz) daha kolay geger ve

kolondan daha ¢abuk c¢ikar. Diger yontemlerden farkli olarak burada mobil fazdaki
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maddelerle sabit faz arasinda higbir etkilesim olmaz. Biiyiik molekiillii maddelerin jelin
kiigiik gozeneklerine girememesinden dolay1 sabit fazdan hizlica gegebilirler. Kiigiik
molekiiller ise gozeneklerine girer ve i¢inde dolasirlar. Boylelikle ayrim gerceklesmis olur.
Bu yontemde sabit faz olarak secilen jelin gézenekleri ne kadar kiigiik olursa ayirma giicii o
kadar iyi olur ancak kolonun akis hiz1 da yavaslar. Bu yontem polimerlerin ayiriminda tercih

edilen yontemlerden biridir (46, 48).

2.4.1.1.5. Affinite kromatografisi

Affinite kromatografisi, protein-ligand, enzim-substrat, antijen-antikor gibi segici
etkilesimlere dayanan ayirma yontemidir. Karistmda bulunan proteinlerden sadece bir tanesi
kolondaki sabit faz tarafindan elektriksel ¢cekimle tutulur ve 6teki proteinlerden ayrilir. Bu

ayirmay1 da sabit faza kovalent bagla baglanmis bir bagka protein tiirii yapar (46, 48).

24.1.2. Kullanilan diizenege gore

2.4.1.2.1. Diizlemsel (planar) kromatografi

Diizlemsel kromatografide, sabit faz diiz bir plaka iizerinde veya bir kagidin gézenekleri
arasinda bulunur ve mobil faz ise sabit faz boyunca kilcallik etkisiyle veya yer ¢ekimiyle

hareket eder (45).

e Kagit Kromatografisi

Bu yontemin mantig1 dagilma kromatografisiyle aynidir. Dagilma kromatografisinde bulunan
sabit faz yerine burada o6zel olarak yapilmis bir kagit bulunmaktadir. Belli bir boyuttaki
kagida, ayrilmasi beklenen karisim damlatilir. Daha sonra bu kagit, ig¢inde yiiriitiicii sivi

karigim1 (mobil faz) olan bir siv1 iginde bekletilir. Sivi, kagit iizerinde ilerlerken karigim
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icindeki maddeler kagit iizerinde farkli hizlarda stiriiklenirler. Maddeler renkli ise ayrimi
takip etmek kolaydir yoksa uygun ayiraglar yardimiyla siirliklenme gozlenebilir. Kagit
iizerinde olusan lekelerin stiriiklendikleri mesafe, alanlar1 ve siddetlerinden kantitatif analiz
yapilabilir. Gerektiginde uygun bir ¢oziicii kullanilarak kagit tizerinden alinir ve enstriimantal

yontemlerle kalitatif analizleri de yapilabilir (48, 49).

e Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi yontem olarak kagit ve adsorpsiyon kromatografilerine benzer. Bu
yontemde ayirma ortami kagit yerine cam veya plastik bir tabakadir ve ilizerinde sabit fazin
oldugu silika jel, talk, toz seliiloz gibi toz kati madde bulunur. Ornek bir uca damlatilir ve
kagit kromatografide oldugu gibi maddelerin mobil fazda yiirtimeleri izlenir. Gerektiginde

lekeler tabakadan alinip diger enstriimantal yontemlerle analizleri yapilabilir (48, 49).

Bu yontem kagit kromatografisine benzemesine ragmen bazi yonlerden daha gelismistir.

Bunlar;

e Kagit kromatografisinde sabit faz yalmiz kagit iken burada farkli maddeler
kullanilabilir.

e Daha az miktarda 6rnekle ¢alisilabilir ve sonug daha kisa siirede elde edilir.

e Olusan lekeler daha kesindir boylece maddelerin ayrilmasi daha iyi gozlenebilir (49).

2.4.1.2.2. Kolon kromatografisi

Kolon kromatografisinde ise sabit faz ince bir kolonda bulunur ve mobil fazin basingla

beraber kolon boyunca bu sabit fazdan gegmesi saglanir (45).
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e Sivi Kromatografisi (LC)

Bu yoOntem hassasiyetinden dolayr analitik ayirma teknikleri icinde en yaygin
kullanilanlardan biridir. Sivi kromatografisinde cam kolon genellikle bir kati adsorban ile
doldurulur ve numune, ¢oziicii bir sivi ile kolon boyunca ilerler. Ayrilma renkli, gozle
goriiliir sekilde ise kolon c¢ikisindan toplamak kolaydir. Aksi halde toplama islemi
fraksiyonlar halinde belirli hacimlerde yapilir ve enstriimantal yontemlerle analiz edilir (45,

48).

Sitvi kromatografisinin ilk donemlerinde dolgu maddesinin tanecik boyutunu kiigiilterek
kolon verimliliginin arttig1 fark edilmistir. 1960’larin sonuna dogru ¢ap1 3-10 um olan kiigiik
tanecikli dolgu maddelerinin iiretilmesiyle klasik yergekimi basingli cam kolonlu sivi
kromatografisi yerine yiiksek basingla ¢alisan yliksek performansl sivi kromatografisi gibi

cihazlara ihtiya¢ duyulmustur (45).

e Yiiksek Performansl S1vi Kromatografisi (HPLC)

Bu yontemde cam kolon yerine iginde ¢ok kiiciik ¢apli tanecikler bulunan paslanmaz gelik
kolon kullanilir. Sivi mobil faz bu kolondan yiiksek basing altinda gegirilir. Kolondan ¢ikan
maddeler detektére ulasir ve Kalitatif ve kantitatif analizleri yapilir. Ozellikle yiiksek
sicaklikta bozulabilen, kaynama sicakligr yiiksek, polimerler gibi biiyiik molekiil agirlikli

maddelerin tayininde kullanilir (48).

e Gaz Kromatografisi (GC)

Mobil fazin gaz oldugu ayirma yontemine gaz kromatografisi denir. Bu yontemde ayirma her

zaman bir kolonda gergeklesir (47).
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2.4.2. Gaz kromatografisi

Gaz kromatografisi, bir karisimda bulunan gazlar1 veya bozunmadan gaz fazina gecebilen
maddeleri ayirmak ve analizini yapmak i¢in kullanilir. Gaz haline gelen numune
bilesenlerinin, mobil gaz fazi ile bir kolonda bulunan sabit faz arasinda dagilmalar1 sonucu
birbirlerinden ayrilmalariyla gerceklesir. Bu yontemde mobil gaz fazi ile analizi yapilacak
bilesenler arasinda hicbir etkilesim olmaz. Gazin tek islevi, bilesenlerin kolon boyunca

taginmasidir (45, 46).

Gaz kromatografisi sisteminde; numune enjeksiyon bolmesini, detektorii ve kolonu igine alan
bir firn bulunur. Enjeksiyon bdlmesine verilen numune buharlasarak mobil gaz faz ile
kromatografi kolonuna taginir. Numune bilesenleri genellikle buhar basinglarina bagl olarak
kolonda ilerlerler. Mobil gaz fazin i¢inde kolondan ¢ikip detektdre ulasan numune bilesenleri
mobil fazin 6zelliklerini degistirmis olurlar. Detektdr bu degismeyi algilar ve bunu elektronik

bir sinyal haline doniistiiriir ve kromatogram seklinde kaydedilir (48).

Gaz kromatografisi kolay buharlagabilen ve 1siya dayanikli maddelerin analizinde tercih
edilmektedir. Bu yontem ilk defa 1950 yilinda ugucu yaglarin analizinde Martin ve James
tarafindan kullanilmigtir. Daha sonra yontemin gelismesiyle ham petroliin igindeki

maddelerin hizli ve giivenilir bir sekilde ayrilmasi saglanmigtir. (48).

Gaz kromatografisinin avantajlart sunlardir;

¢ Bir numunedeki homolog, izomer ve kompleks bilesiklerin analizini yapabilir.

e Diislik konsantrasyonda (ppm ve ppb) maddelerin analizine uygun ve duyarhdir.
e Az miktarlarda 6rnekle calisilabilir (uL).

e Hizli kalitatif ve kantitatif analiz yapabilir.

e Basit, giivenilir ve ucuz cihazlardir (48, 50).
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Gaz kromatografisi sabit fazin yapisina gore ikiye ayrilir.

e Gaz — Kat1 Kromatografisi (GSC)

Gaz-kat1 kromatografisinde sabit faz olarak polar kati bir madde kullanilir ve yontem
adsorpsiyonla gergeklesir. Kat1 faz ile numune bilesenleri arasindaki fiziksel etkilesimden
dolay1 bilesenler sabit fazda farkli siirelerde alikonulur ve numunenin ayrilmasi gergeklesir.
Ancak polar bilesenlerin kisa siirelerle polar kati fazda alikonulmalar1 piklerde

kuyruklanmaya neden olabilir bu da analizi giiglestirir (46, 49).

e Gaz — Sv1 Kromatografisi (GLC)

Gaz kromatografisi denilince genel olarak gaz-sivi kromatografisinden bahsedilmektedir.
Gaz-sivi kromatografisinde sivi, kolonun i¢ yiizeyine baglanir ve sabit faz gorevi goriir.
Mobil gaz fazi bu fazin i¢inden rahatlikla gecer. Bu kromatografi yonteminde dagilmadan
yararlanilir. Analizi yapilan numune bilesenleri bu iki faz arasinda 6zelliklerine gore denge

kurularak dagilirlar (46, 49).

2.4.2.1. Kromatografik sistem

Kromatografik sistem tasiyici gazin basincini ve akisimi ayarlayan boliim, enjeksiyon

boliimii, kolon ve firin, detektor ve data kaydedici boliimden olusur (49).

2.4.2.1.1. Taswyici gaz

Mobil faz tasiyict gaz olarak isimlendirilir ve gorevi analizi yapilacak maddeyi kolon
boyunca tagimaktir. Genellikle helyum kullanilir. Gaz kromatografisinde kullanilacak tasiyici

gazda bulunmasi gereken Ozellikler; analit ve sabit fazla kimyasal reaksiyona girmemeli
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(inert olmal1), gaz diflizyonu az olmali, detektore uygun olmali, yiiksek saflikta olmali, kolay

ulagilabilir ve ucuz olmalidir (45, 51).

2.4.2.1.2. Enjeksiyon boliimii

Numune bir enjektér araciligiyla cihaza verilir. Enjekte edilen numune, buharlasma
bolmesine gelir ve gaz fazina gegerek tasiyici gazla beraber kolona ilerler. Sisteme numune
verilirken enjeksiyonun hizli, tek seferde olmasi gereken miktarda yapilmasi onemlidir. Aksi

halde elde edilen piklerde genislemeye ve ayirimin iyi olmamasina sebep olur (45, 51).

Enjeksiyon, ayirmali (split) ve ayirmasiz (splitless) olmak iizere iki sekilde yapilabilir.
Ayirmali enjeksiyonda, ayrilan miktar haricinde kalan numune kolona ulasmadan atilir.

Ayirmasiz enjeksiyonda ise enjekte edilen numunenin tamami kolana girer (51).

2.4.2.1.3. Kolon

Gaz kromatografisinde enjekte edilen numune bilesenlerinin ayirimi kolonda gergeklesir. Bu
sebeple kolon ve i¢inde bulunan sabit fazin 6zellikleri nemlidir. Kolonda bulunan sabit fazin
kaynama sicakliginin yiiksek olmasi ve sicaklikla bozulmamasi gerekmektedir. Calismanin
tekrarlanabilir olmasi i¢in kolon sicakligi 6nemli bir degiskendir ve kontrol edilebilmelidir.
Bu sebeple kolon termostatli bir firinin i¢inde bulunur. Ayirma isleminin diizgiin

gerceklesmesi igin kolon se¢imi 6nemlidir (45, 51).

2.4.2.1.4. Detektor

Detektor kolondan gelen tasiyici gaza gore elektronik bir sinyal olusturur. Detektoriin
duyarhligi, genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal calisabilmesi, kararliligimin ve

tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, giivenilir ve hizli sonug verebilmesi 6nemlidir (51).
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Baslica detektorler sunlardir:

e Alev Iyonlastirma Detektorii (FID)
e Termal lletkenlik Detektérii (TCD)
e Elektron Yakalama Detektorii (ECD)

e Kiitle Se¢ici Detektor (MSD)

e Kiitle Segici Detektor (Kiitle Spektrometresi — MS)

Kiitle secici detektor (kiitle spektrometresi) madde bilesenlerinin gaz fazinda, vakum altinda
iyonlarn1 olusturur sonra da olusan iyonlart kiitle/yiikk (m/z) oranlarmma goére ayirarak

maddeleri tespit ve tayin etmeyi saglamaktadir (51).

Kiitle spektrometresinde gaz fazina gegirilen numune, iyon kaynaginda iyonlastirilirlar.
Olusan negatif veya pozitif iyonlar kiitlelerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Burada kiitle m
ve yiik z’dir. Olusan iyonlarin m/z oranlarma gore o maddeye ait pikler ve kiitle spektrumu
olusur. Kiitle spektrumunda en yiiksek m/z oranina sahip olan iyon genellikle molekiil
iyonudur. Elde edilen iyonlarin ¢gogunlugu tekli yiiklii oldugu i¢in, m/z degerleri, kiitlelerini

gosterir. (51, 52).

Kiitle spektroskopisi, iyi ayrilmamis bilesenlerin analizinde de kullanilabilir. Kuyruklu bir
pik birden ¢ok madde igeriyorsa, pikin orta veya kuyruk kisminin kiitle spektrumu farkli
olabilir. Bu sekilde bir pikte birden ¢ok tiir oldugu anlasilabilir ve bu tiirler teshis edilebilir.
Kiitle spektrometresi maddelerin element yapilarinin belirlenmesinde; inorganik, organik ve

biyolojik molekiillerin yapilarini anlamada; karmasik karigimlarin kalitatif ve kantitatif
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analizinde; bir numunedeki atomlarin izotop oranlarinin bulunmasinda oldukga sik kullanilan

bir yontemdir (45).

2.4.3. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS)

Kiitle secici detektoriin  gaz kromatografi cihazinda kullanilmasina kisaca Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) denir. GC-MS’de gaz kromatografisi
boliimiinde, analizi yapilacak numune gaz halinde bilesenlerine ayrilir. GC kolonundan farkli
zamanlarda cikan bilesenler kiitle spektrometrisinin iyonlastirma bdlmesine gelir ve iyonlari
elde edilir. Ardindan iyonlar m/z oranlarina gore ayrilir ve detektdr tarafindan kaydedilirler.
Boylelikle kiitle spektrumu elde edilir (51). GC-MS sisteminin sematik gorinimii Sekil

2.8.’de verilmistir.

Gaz kromatografisinde elde edilen veriler tek baslarina pikleri tespit etmek icin yeterli olmaz
ancak kiitle spektrometresi sayesinde c¢ok kiiclik miktarlarda numuneyle bilinmeyen
maddelerin nitel ve nicel analizleri i¢in bilgi saglanabilir. Ayrica gaz kromatografi sistemine

kolaylikla baglanir (50).

Dogal veya biyolojik sistemlerdeki birgok maddenin analizinde GC-MS sistemi
kullanilmaktadir. Gidalardaki koku ve tat bilesenlerinin belirlenmesi, su analizleri, tibbi tani
uygulamalari, ilag etken maddelerinin ve metabolitlerinin analizi bu yoOntemle

yapilabilmektedir (45).
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Sekil 2.8. GC-MS sisteminin sematik goriiniimii (45)

24.3.1. GC-MS"de kalitatif ve kantitatif analiz

2.4.3.1.1. Kalitatif (Nitel) Analiz

Kalitatif analizle elde edilen piklerin hangi maddeye ait olduguna dair bilgi edinilebilir.
Calisilan numune ile standart maddenin alikonma zamani ve hacminden yararlanilarak analiz
yapilabilir. Ayrica maddelerin saf olup olmadiklar1 da kromatogramda pik olarak goriilebilir.
Boylelikle uygulanan yontemin saflastirma isleminde etkili olup olmadigi da goriilmiis olur

(45, 46).

e Alikonma Zamani: Numunenin cihaza enjekte edilmesiyle detektorde sinyalinin
goriinmesine kadar olan siireye denir. Bir maddenin numune iginde var olup
olmadigin1 anlamada fikir verir (49).

e Alikonma Hacmi: Bir maddenin sinyalinin detektorde goriilene kadar kullanilan

tastyici gazin hacmine alikonma hacmi denir (49).
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2.4.3.1.2. Kantitatif (Nicel) Analiz

Kantitatif analiz, maddeden elde edilen pikin yiiksekliginin veya alaninin bir standart ile
karsilagtirilmasiyla yapilir. Pik alani daha giivenilir sonu¢ vermesine ragmen alikonma
zamani kii¢iik olan maddeler igin pik boyuna bakilir. Ciinkii béyle maddelerin pikleri dar ve
yiiksektir ancak pik boyunun aksine iki maddenin alanlarinin birbirine orani1 degismez. (45,

49).

e Pik Boyu: Pikin her iki tarafindaki taban ¢izgilerinin diiz bir ¢izgi ile birlestirilmesi ve
pikin tepe noktasina dikey mesafenin dlgiilmesi ile elde edilir. Pik boyuna bakarken
kolon sicakligi, maddenin akis hizi ve enjeksiyon hizina dikkat edilmelidir. (45).

e Pik Alani: Pik boyu daha kolay ol¢iilmesine ve dar pikler i¢in daha dogru sonug
vermesine ragmen miktar tayininde pik alan1 daha giivenilir bir sonug verir. Ciinkii
pik alani, alikonma siiresi ve kolon verimi gibi degisikliklerden pik boyu gibi
etkilenmez (45).

e Ic Standart (IS) Yontemi: I¢ standart ydntemi numunenin enjeksiyonunun sebep
olabilecegi belirsizlikleri 6nledigi i¢in analizlerde giivenilir sonug verir. Bunun igin i¢
standart maddesi belirli hacimlerde numuneye ve standarda eklenir. Numunenin pik
alanimin i¢ standart pik alanina veya yiiksekligine orani analiz i¢in gerekli olan

parametredir. Gilivenilir sonuglar i¢in i¢ standart se¢imi 6nemlidir. (45).



31

2.4.4. Gaz kromatografik analiz icin numune hazirlanmasi

Numune hazirlik asamasi, ¢alismada dogru sonuglar1 alabilmek icin onemli bir basamaktir.
Analizi yapilacak olan numune genellikle karigik bir matriks i¢inde bulunur ancak gaz
kromatografisi kolonuna girecek numunenin olabildigince saf olmasi gerekir (46). Numune
hazirlanirken katilar uygun bir ¢oziiciide ¢oziiliir, stvilar i¢in de etken maddeleri ¢ekitleyecek

yontemler kullanilir.

24.4.1. Hidroliz — asit hidroliz / enzim hidroliz

Idrar ve kan numuneleri (tam kan, serum ve plazma), dzellikle ila¢ etken madde analizlerinde
en yaygin kullanilan biyolojik érneklerdendir. Ancak o6zellikle idrar numunelerinden ilag
etken maddelerini daha kolay analiz edebilmek i¢in hidroliz gerekebilir. Bunun igin, asit veya
enzim hidrolizi tercih edilebilir. Uygun hidroliz kosullarinin segilmesi, ilaca ve ilag
metabolitine baglidir. Sicaklik, kullanilan enzim miktar1 ve kaynagi, tamponun pH's1 ve siire

hidrolizi etkileyen kosullardandir (53).

Enzim hidroliz, prosediirii uzatir ancak analiz i¢in daha temiz numuneler elde etmeyi saglar.
Farkli enzim tiirleri mevcuttur, ancak en sik kullanilanlar arilsiilfataz ile kombine edilmis
olan E. koli veya Helix pomatia'dan elde edilen B-glukuronidaz enzimidir. Hidroliz i¢in
kuvvetli bir asit de kullanilabilir ancak hedef bilesigin parg¢alanabilmesi sebebiyle numuneyi

takip etmeyi zorlastirir, 6rnek olarak benzodiazepinlerde bu durum goriilebilir (54).

2.4.4.2. Protein coktiirme

Protein ¢oktiirme, proteinin ¢ogunun numuneden ¢ikarilmasini saglayan basit bir numune
hazirlama yontemidir. Bunun i¢in organik bir ¢oziicli (genellikle asetonitril veya metanol)

veya bir asit (genellikle perklorik veya trikloroasetik asit) kullanilir. Ardindan santrifiij ile
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protein kisim ayrilir ve iist kisim alinarak kromatografik analiz i¢in hazirlanir. Sadece
proteinler c¢ikartilmasina ragmen, kiitle spektrometri analizlerinde matriks etkisine sebep

olabilen diger bilesikler kalir (55).

2.4.4.3. Cekitleme

2.4.4.3.1. Swvi-sivi ¢ekitleme yontemi (LLE)

Klasik sivi sivi gekitlemesi, analitin birbirine karigsmayan iki sivinin igerisinde bir fazdan
digerine (sulu tampondan organik ¢oziiciiye) gegirilmesidir. Hizli ve ucuz olmasina ragmen

¢ok fazla ¢oziicii kullanilmasi gerekmektedir (54).

2.4.4.3.2. Kati faz ¢ekitleme yontemi (SPE)

Kat1 faz ¢ekitleme yonteminin amaci; analizi yapilacak maddenin yogunlastirilmasi boylece
numune hazirlama sirasindaki kayiplarin etkisinin azaltilmasi, numunede bulunan matriks
bilesenlerinin uzaklastirilarak kromatogramda 1yi bir sonug elde edilmesi ve etken maddenin

kromatografik cihazla ¢aligilabilmesi i¢in uygun bir ¢6ziiciiye gegirilmesidir (56).

Yontem matriks igcinde bulunan analitin kati ¢ekitleme fazi tarafindan tutulmasiyla
gerceklesir. Kati fazda bulunan madde ti¢ boyutlu polimerik bir maddedir ve materyalin por

genisligi, sertligi ve yiizey alan1 6nemlidir (56).

Kat1 faz ¢ekitlemesi 4 asamada gergeklesir:

a. Sartlama: SPE kartusunun aktif hale gelebilmesi icin bir ¢oziici yardimiyla
1slatilmasi gerekmektedir. Ardindan kartus kurumadan numune uygulanir.

b. Numunenin uygulanmasi: Numunenin kartustan gegirilmesidir.

c. Yikama: Matriks etkisine sebep olabilecek maddelerin en aza indirilmesi

amaglanmaktadir.
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d. Eliisyon: Son asamada analize hazir olan numunenin kartustan uygun bir ¢oziiciiye

toplanmasidir. Eliisyon ¢ok hizli ger¢eklesmemelidir (56).

SPE yonteminin ¢alisma sistemi Sekil 2.9.’da verilmistir.

SPE yonteminin s1vi-sivi ¢ekitlemeye gore tercih edilmesinin birgok sebebi vardir. Bunlar;

e (Coziicii tiiketimi daha azdir ve numune daha ¢abuk kromatografik yonteme hazirlanir.

e Verim daha yiiksektir ve yontemin kesinlige de daha yiiksektir.

e Bu yontemde kati faz igin polar, hidrofobik veya etkilesimli maddeler adsorban olarak
kullanilabilirken klasik siv1 s1v1 ¢ekitlemesinde daha smirlidir.

e Tiim kromatografik ve spektroskopik yontemler i¢in kullanilabilir.

e Bu yontemle safsizliga sebep olan matriks bilesenleri ayrilarak analitin tayin

edilebilirlik hassasiyeti yiikseltilir. Boylelikle analizler i¢in gerekli konsantrasyon

aralig1 da saglanmis olur (56).

Sekil 2.9. SPE yonteminin ¢alismasi (15)
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24.4.4, Tiireviendirme

GC-MS analizlerinde maddelerin genellikle ugucu ve termal olarak kararli olmalar1 gerekir.
Bunun i¢in gerektiginde maddelerin ugucu ve termal olarak daha kararh tiirevleri analiz i¢in
hazirlanir. Tiirevlendirme islemi pik simetrisi, uguculuk ve termal kararlilig1 arttirirken kiitle
spektrometresi i¢in de saptama ve segicCilik smirini gelistirir ve maddenin daha kolay

belirlenebilmesini saglar (50, 52).

Tirevlendirme reaksiyonlarinin i¢inde en yaygin olani silillemedir. Maddenin aktif hidrojen
atomunun trimetilsilil (TMS) grubu ile degistirilmesi ile gerceklestirilir. N,O-bis (trimetilsilil)
asetamid (BSA), N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroasetamid (BSTFA) ve trimetilklorosilan
(TMCS) gibi farkli TMS gruplarindan faydalanilabilir. Her bir TMS grubu, aktif hidrojen
sayisina bagli olarak analit kiitlesini arttirarak spektrometrede tespit edilmesini kolaylastirir.
Bir diger benzer reaktif, trifloroasetamid grubunu igeren bis(trimetilsilil)-trifloroasetamid
(BSTFA) maddesidir. Tirevlendirmede ¢oziicii olarak genellikle polar bir ¢oziicii kullanilir

ve tepkimeleri hizlandirmak i¢in sicakliktan yararlanilir (50, 52, 57).

2.4.5. Kromatografik Yontemlerle Benzodiazepin Analizi

Benzodiazepinler, yaygin kullanimindan ve istismarindan, trafikteki etkilerinden ve diger yan
etkilerinden dolayr adli bilimlerin de konusudur. Bu nedenle bu ilaglarin tayini ve
uygulanacak analiz yontemleri de 6nemlidir. Biyolojik materyalde benzodiazepinlerin tespiti
ve analizi i¢in ¢esitli analitik teknikten yararlanilmistir. Bunlarin i¢inde kromatografik
yontemler Onemli bir yere sahiptir. Bunlarin yaninda immunoassay, fluorimetrik ve
kolorimetrik yontemler gibi diger yontemlerden de faydalanilmaktadir. Ayrica kan ve idrar

orneklerinin disinda sag, agiz sivisi, tirnak gibi alternatif Grneklere ilaveten son yillarda
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parmak izi, kurumus kan lekesi ve nefes gibi farkli 6rneklerle de calismalar yapilmaktadir

(5).

Adamowicz ve Kala tarafindan benzodiazepinlerin de i¢inde oldugu cinsel saldir1 amaciyla
kullanilan madde ve ilaglarin idrarda ¢oklu analizinde tarama, tespit ve miktar tayini igin GC-
EI-MS ile yontem gelistirme ¢alismasi yapilmistir. Yontem ayni zamanda kan ornekleri igin
ve igecekler gibi biyolojik materyal harici numuneler igin de basarili bulunmustur (58).
Acikkol ve ark. tarafindan yapilan, yine madde kullaniminin sebep oldugu suclar
kapsaminda, alkollii ve alkolsiiz igeceklerde diazepam, alprazolam, kloanazepam,
flunitrazepam ve ketamin i¢in tiirevlendirme basamagi icermeyen bir GC-MS yontemi

gelistirilmistir (4).

Inoue ve ark., tam kan numunelerinden benzodiazepin tayininde ¢ekitleme i¢in SPE, analizler
icin de GC-MS cihazindan yararlanmiglardir (59). SPE ve GC-MS sisteminden yararlanilarak
yapilan bir baska calismada ise farkli benzodiazepinlerin ve metabolitlerinin idrarda diisiik

dozda tayini yapilmstir (60).

Nakamura ve ark., alprazolam, diazepam ve klonazepamin da iginde oldugu 22 farkh
benzodiazepin ve metabolitinin SPE ve LC-MS/MS kullanilarak serumdan tayini igin
yontem gelistirmislerdir (61). Saito ve ark.’nin SPE ve LC/TOF-MS (Sivi Kromatofrafisi-
Ucus zamanh Kiitle Spektrometresi) yontemlerini kullanarak ig¢inde alprazolam ve
diazepamin da oldugu bazi benzodiazepinlerin analizi i¢in gelistirilen yontemde serum ve
idrar numuneleriyle ¢alisilmistir (62). Mazhar ve Binder serumdan benzodiazepin ve trisiklik
antidepresanlarin analizi i¢cin SPE ve HPLC sistemlerinden yararlanarak yOntem

gelistirmislerdir (63).
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2.4.6. Alkol Analizi

Kanda, idrarda ve nefeste alkol miktarinin saptanmasi; kisinin alkol alip almadigini ve alinma
zamanini belirlemede yardimci olur. Biyolojik materyalde kullanilan yontemler, enzimatik,
gaz kromatografik ve otomatik yontemler olarak siniflandirilabilir. Pratik olmasi sebebiyle
trafikte solunum havasinda alkol konsantrasyonu, elektrokimyasal sensorleri olan basit bir
alkol 6lgme aletiyle (alkolmetre) belirlenmektedir. Gaz kromatografisi yontemi daha hassas
ve spesifik sonug verir. Ozellikle Head Space/GC-MS ile etil alkoliin miktar tayini ¢ok daha

iyi yapilabilir (15).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler
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Calismada kullanilan referans standart maddelere ve kimyasal maddelere ait bilgiler Tablo Il

"deki gibidir.

Tablo Il. Calismada kullanilan referans standart kimyasal maddelerin isimleri ve markalari

Uriin ad1

Diazepam (1g/mL MeOH’de)
Klonazepam (1g/mL MeOH’de)
Alprazolam (1g/mL MeOH’de)
n-docosane

Enzim (B-glukuronidaz / arilsulfataz)
BSTFA + 1% TMCS

Metanol

Izopropanol

Etil Asetat

Asetonitril

n-biitanol

Etil Alkol

Asetik Asit

Sodyum Asetat Trihidrat

Markasi
Lipomed
Lipomed
Lipomed
Sigma
Merck
Supelco
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Merck
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3.2. Cahismada Kullamilan Cihazlar ve Gerecler

Calismada kullanilan analitik sistemler, kiigiik laboratuar aletleri ve gereglere ait bilgiler

Tablo I1I’deki gibidir.

Tablo I11. Calismada kullanilan cihaz ve gereglerin isimleri ve markalari

Gaz Kromatografisi Agilent 7820A GC
Kiitle Spektrometresi Agilent 5977E MS
Head Space GC-MS HP 6890 GC

Hewlett Packard 5973 MS

Agilent 7694E Ust Bosluklu Ornekleyici

(Head Space Sampler)

SPE Diizenegi

SPE Kartuslar1 (3mL, 60mg) Oasis HLB

Vorteks Isolab

Santrifiij Hettcih Universal 320R
Etiiv Termal

Su Banyosu Niive BM30

pH metre Thermo Orion 3Star
Elektronik Hassas Terazi Precisa XB220A
Falkon Tiip (15, 50 mL) Isolab

Balon Joje Isolab

Cam Vial Agilent

Pipet Ucu Isolab
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3.3. Ornek Toplanmasi

Bu ¢alisma, Saglik Bilimleri Universitesi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Ilag Disi
Klinik Arastirmalar1 Etik kurulu tarafindan 22.07.2015 tarihinde yapilan toplantida 242 sayili

karar ile onaylanmistir (EK 1).

Bu calismada Saglik Bilimleri Universitesi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Acil Tip
Klinigi’ne yaralamali trafik kazasi sonucu bagvuran ve “Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur
Formu™nu (Ek 2) imzalayarak caligmaya katilmayir kabul eden siiriiciilerden biyolojik
ornekler toplandi. Agustos 2016 — Kasim 2017 tarihleri arasinda toplamda 44 siiriiciiden elde
edilen 37 tam kan numunesi ve 40 serum numunesi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Adli
Tip Enstitiisii, Adli Toksikoloji Laboratuvari’nda ¢alisildi. Tam kan numuneleri EDTA’I1
mor kapakli tliplere (2 mL) ve serum numuneleri de sar1 kapakli kuru tiiplere (2 mL) alindi.

Toplanan numuneler analiz edilinceye kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.4. Cahismaya Katilan Siiriiciilere Ait Bilgiler

“Katilimer Bilgi Formu”ndan (Ek 3) elde edilen siiriicii bilgileri Tablo 1V ve Tablo V’de

verilmistir.

Tablo IV. Calismaya katilan siiriiciilerin genel bilgileri

Stiriicii sayist 44

Cinsiyet Kadm: 2 (%4.,6)
Erkek: 42 (%94,49)

Yas ortalamasi 32,4

Yas aralifi 16-63

Motor kazasi sayisi 15 (%34.1)

Arag I¢i Trafik Kazas1 (AITK) sayisi 29 (%65,9)




Tablo V. Caligmaya katilan siiriiciilerin ayrintili bilgileri

Ornek No | Tam Kan | Serum Kaza Bilgisi | Cinsiyet | Yas
1 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 24
2 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 21
3 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 19
4 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 33
5 VAR VAR AITK KADIN | 35
6 VAR VAR AITK KADIN | 26
7 VAR VAR AITK ERKEK | 49
8 VAR VAR AITK ERKEK | 39
9 VAR YOK AITK ERKEK | 52
10 VAR VAR AITK ERKEK | 63
11 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 16
12 VAR VAR AITK ERKEK | 30
13 VAR VAR AITK ERKEK | 37
14 VAR VAR AITK ERKEK | 43
15 VAR VAR AITK ERKEK | 52
16 VAR VAR AITK ERKEK | 22
17 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 21
18 VAR VAR AITK ERKEK | 21
19 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 26
20 VAR YOK Motor kazas1 | ERKEK | 43
21 VAR YOK AITK ERKEK | 25
22 VAR YOK AITK ERKEK | 51
23 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 21
24 VAR VAR AITK ERKEK | 44
25 VAR VAR AITK ERKEK | 30
26 VAR VAR AITK ERKEK | 23
27 VAR VAR AITK ERKEK | 22
28 VAR VAR AITK ERKEK | 24
29 YOK VAR AITK ERKEK | 36
30 VAR VAR AITK ERKEK | 24
31 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 25
32 VAR VAR AITK ERKEK | 19
33 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 39
34 VAR VAR AITK ERKEK | 19
35 VAR VAR Motor kazas1 | ERKEK | 27
36 VAR VAR AITK ERKEK | 36
37 YOK VAR Motor kazas1 | ERKEK | 22
38 VAR VAR AITK ERKEK | 31
39 VAR VAR AITK ERKEK | 53
40 YOK VAR AITK ERKEK | 51
41 YOK VAR Motor kazas1 | ERKEK | 19
42 YOK VAR AITK ERKEK | 43
43 YOK VAR Motor kazas1 | ERKEK | 42
44 YOK VAR AITK ERKEK | 29

40
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Calismada siiriiciilerden toplanan serum Orneklerinde benzodiazepin grubu bazi etken
maddeler arandi. Benzodiazepin analizinde GC-MS sisteminden yararlanilarak etken madde

olarak diazepam (DIA), alprazolam (ALP) ve klonazepam (KLO)’ 1n analizleri yapild1 (Sekil

3.1).
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Sekil 3.1. Diazepam, alprazolam ve klonazepamin kimyasal yapilari

Tam kan &rneklerinde ise Ust Bosluklu (Head Space) GC-MS sistemi kullanilarak alkol

analizi yapildi.
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3.5. Benzodiazepin Analizi

3.5.1.Benzodiazepin analizinde kullanilan ¢ozeltiler

I¢ Standart (IS) Cézeltisinin Hazirlanmasi

Oncelikle 15 mg n-docosane 50 mL MeOH’de ¢ozdiiriilerek 300 pg/mL konsantrasyonda ana

stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Daha sonra 10 mL hacimli balon jojede konsantrasyonu 5 pg/mL olan n-docosane IS ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in ana stok ¢o6zeltiden 166,66 pL alindi ve 10 mL’ye MeOH ile

tamamland;.

0.1M NaCH3COO.3H20 (Sodyum Asetat Trihidrat) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1,3608g NaCH3COO.3H>0O 100 mL hacimli balon jojede distile suda ¢ozdiiriilerek 100

mL’ye tamamlandi.

0.1M CH3COOH (Asetik Asit) Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,572 mL CH3COOH balon jojede distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

0.1M pH 5.5. Asetat Tamponunun Hazirlanmasi

85,5 mL NaCH3COO.3H20 ¢ozeltisi ile 14,5 mL CH3COOH ¢o6zeltisi kullanilarak100 mL’lik

balon jojede hazirlandi.

Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon c¢alismasi i¢in Oncelikle alprazolam, klonazepam ve diazepamin referans

standartlarindan (1 mg/mL konsantrasyonda) ara stok ¢6zeltisi hazirlandi.
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Ara stok ¢ozeltisi; referans standart ¢ozeltiden alinan 125 pL. diazepam, 250 pL klonazepam,

500 pL alprazolam, 125 pLL MeOH ile toplamda 1mL’ye tamamlanarak elde edildi.

Hazirlanan ara stok ¢ozelti seyreltilerek her bir kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlandi. Ayrica IS
olarak 300 pg/mL’lik n-docosane ana stok ¢ozeltisinden 16.7 pL alinarak tiim kalibrasyon

cozeltilerine son konsantrasyon 5 ug/mL olacak sekilde eklendi.

Ara stok ¢ozeltisi kullanilarak Tablo VI’de detaylar1 verilen kalibrasyon noktalar1 hazirlanda.

Tablo VI. Kalibrasyon noktalarinin konsantrasyonlari (pg/mL)

Kalibrasyon

noktalarmin | Klonazepam-TMS | Alprazolam | Diazepam | n-docosane
kodlan

CALO - - - 5
CALl 2,5 5 1,25 5
CAL2 5 10 2,5 5
CAL3 10 20 5 5
CAL4 15 30 7,5 5
CALS5 25 50 12,5 5
CALS6 30 60 15 5
CAL7 40 80 20 5
CALS8 50 100 25 5
CAL9 60 120 30 5

Bunlarin disinda klonazepam i¢in tiirevlendirilmeden de kalibrasyon egrisi ¢izildi. Bunun i¢in
I mg/mL klonazepam referans standardi seyreltilerek ara stok ¢ozeltisi hazirlandi. Ara stok

¢ozeltisi i¢in 250 pL klonazepam ve 750 uL. MeOH kullanildi.

Daha sonra ara stok ¢ozelti kullanilarak diger kalibrasyon ¢o6zeltileri hazirlandi. IS olarak 300
pg/mL’lik n-docosane ana stok ¢ozeltisinden 16.7 pL alinarak tiim kalibrasyon ¢ozeltilerine
son konsantrasyon 5 pg/mL olacak sekilde eklendi. Kalibrasyon noktalar1 Tablo VII’da

verilen konsantrasyonlarda hazirlandu.
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Tablo VII. Klonazepam’in kalibrasyon noktalarinin konsantrasyonlari (ug/mL)

Kalibrasyon

noktalarinin | Klonazepam n-docosane
kodlar:

CALO - 5
CAL1 10 )
CAL2 15 5
CAL3 20 )
CAL4 30 5
CALS 50 5
CALG 60 5
CAL7 40 5

3.5.2. Benzodiazepin analizi i¢in 6rnek hazirlama basamaklar1 ve optimizasyonu

(58, 62, 63)

Serum o6rneginin hazirlanmasi

Kuru tiipiin icerisinde bulunan kan 6rnegi 5000 rpm hizda 10 dk. boyunca santrifiij edildi.

Elde edilen 900 pL serum 6rnegi 900 uL asetonitril (1:1) ile karigtirilarak 5000 rpm’de 15 dk.

boyunca santrifiij edilerek icerisindeki proteinler ¢coktiiriildii.

Ardindan iist faz alinarak, i¢ine 2.5 mL 0.1 M asetat tamponu (pH:5.5) ve 50 uL enzim f —

glukuronidaz/arilsulfataz eklenerek 55°C’de 60 dk su banyosunda inkiibe edildi.

Kati faz cekitleme Yonteminin Uygulanmasi

Sartlama: Oasis HLB kat1 faz ¢ekitleme kartuslar1 2 mL metanol ve 2 mL ultra saf su ile

sartlandirild.

Yiikleme: Ornek diisiik vakum altinda kartustan gecirildi.
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Yikama ve Kurutma: Kartus 2 mL ultra saf su ve asetonitril karisimi (H20: ACN) (80:20)

ile yikand1 ve kartug yiiksek vakum altinda 5 dk boyunca kurutuldu.

Eliisyon: Analitler 0.8 mL metanol ve 0.8 mL metanol-izopropanol (3:1) karisimui ile eliie

edildi.

Serum orneklerinin GC-MS ile analizi

Eliiat, tam kuruluga kadar azot altinda ugurularak konsantrasyonu Spg/mL n-docosane

cozeltisi olan MeOH ile 200 pL’ye tamamlandi.

Ardindan oto 6rnekleyici ile 3 pL hacimde GC/MS sistemine enjekte edildi.

Klonazepam etken maddesi i¢in tiirevlendirme prosediirii

Klonazepam etken madde analizi i¢in tiirevlendirme prosediiriinden yararlanildi. Bunun i¢in
kat1 faz ¢ekitleme islemi sonucu elde edilen eliiat 37°C’de tam kuruluga kadar azot altinda

uguruldu.

Elde edilen numune 50 pL BSTFA + 1%TMCS ve 40uL etil asetat/asetonitril (1:1) karigim

ile 70°C’de 40 dk. boyunca tiirevlendirme islemi i¢in muamele edildi.

Ardindan tekrar azot altinda ugurulduktan sonra 90 pL IS eklenerek oto 6rnekleyici ile 3 uL.
hacimde GC/MS sistemine enjekte edildi. Tiirevlendirilmis klonazepamin kimyasal yapisi

Sekil 3.2.’de gosterildi.
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Sekil 3.2. Klonazepam-TMS’in kimyasal yapisi

3.5.3. GC-MS ile benzodiazepin analizi

Bu ¢alisma i¢in Sekil 3.3.’de gosterilen Agilent 7820A Gaz Kromatografisi, Agilent 5977E

Kiitle Spektrometresi cihazi kullanildi.

Sekil 3.3. Benzodiazepin analizinin yapildigi GC-MS cihazinin goriintiisii

46
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GC parametreleri

Toplam analiz siiresi: 19.5dk.

Kolon: HP-5ms 30m*250um*0.25um
Solvent delay: 4.8 dk.

Baslangi¢ sicakligi: 160°C

Bekleme siiresi: 1dk.

160°C’de 1 dakika bekledikten sonra cihaz dakikada 30°C artarak 265°C’ye ulasir ve bu

sicaklikta 15 dakika boyunca analiz devam eder.
Enjeksiyon Hacmi: 3uL.
Split oran 8:1

MS parametreleri

Kiitle detektort, tarama (scan) modunda 50-600 m/z iyon aralifinda calisir.

Etken maddeleri belirlemek ve ayirt etmek i¢in (detection and identification) tarama ve SIM

(Secilmis iyon izleme) modundan birlikte yararlanilmistir.

SIM modunda izlenen iyonlar (m/z):
n-docosane (1S) 57,71, 85
Diazepam 256, 283
Klonazepam-TMS 387, 352, 306
Klonazepam 280, 314, 234

Alprazolam 279, 204, 308
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3.6. Benzodiazepin Analizinin Optimizasyonu

3.6.1. Dogrusallik calismalar:

Diazepam, alprazolam, klonazepam ve klonazepam-TMS i¢in kalibrasyon egrileri Tablo 3.5
ve Tablo 3.6’da verilen konsantrasonlarda 6 ayri set olarak hazirlandi ve GC-MS sisteminde

analiz edildi.

3.6.2. Geri kazanim calismalari

Geri kazanim hesaplamalari i¢in analit icermeyen 900 pL bos serum Ornegine kalibrasyon
cozeltilerinden diisiik ve yiiksek iki farkli konsantrasyon noktasi segilerek (klonazepam igin
15 ve 40 pg/mL, diazepam i¢in 7,5 ve 20 pg/mL ve alprazolam i¢in 30 ve 80 pg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde) 6rnek hazirlama asamasinin en basinda eklendi ve daha
sonra 3.5.2. boliimiindeki prosediire gore c¢ekitlenerek GC-MS’de analiz edildi ve miktar
tayini yapildi. Geri kazanim hesaplamalari i¢in her konsantrasyon noktasi1 6 kez tekrarlandi,
analiz edildi ve hesaplamalar1 yapildi. %Geri kazanim ve %RSD hesaplamalar1 asagida

verilen formiiller kullanilarak yapildi.

% Geri Kazanim = (c1 / co) * 100
Co: Kalibrasyon egrisinden segilen ve bos serum drnegine eklenen madde konsantrasyonu

C1: Benzodiazepin prosediirii uygulandiktan sonra miktar tayini sonucu bulunan madde
konsantrasyonu

%RSD = (6 / cort) * 100
o: Geri kazanim hesaplamalari i¢in tekrarli ¢aligilan kalibrasyon noktasinin standart sapmasi

Cort: Benzodiazepin prosediirii uygulandiktan sonra bulunan madde konsantrasyonunun tekrar
caligmasinin ortalamasi
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3.6.3. LOD ve LOQ hesaplamalari

LOD ve LOQ hesaplamalari asagida gosterilen sekilde yapildi (64).

LOD = 3.3 x o/Egim
LOQ=10x o/ Egim

o = Kalibrasyon egrisinin en diisiik konsantrasyonun tekrarli ¢alismasindan elde edilen
standart sapma

Egim = Kalibrasyon egrisinin egimi

3.7. Alkol Analizi

3.7.1. Alkol analizinde kullanilan ¢ozeltiler

IS ¢ozeltisinin hazirlanmasi

IS olarak kullanilan n-butanolden 20 g/L konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. 0,246

mL n-butanol 10 mL’lik balon jojede distile su ile tamamland.

Daha sonra stok ¢ozelti kullanilarak son konsantrasyon 1,6 g/L olacak sekilde n-butanol IS
cozeltisi hazirlandi. 0,8 mL stok ¢ozeltiden alinarak distile su ile balon jojede 10 mL’ye

tamamlandi.

3.7.2. Alkol analizi i¢cin 6rnek hazirlanmasi ve yontemin uygulanmasi

Alkol analizi igin Istanbul Universitesi - Cerrahpasa Adli Tip Enstitiisii Toksikoloji

Laboratuvarinin rutin alkol analiz prosediirii uygulandi.

ImL tam kanin igerisine 500 puL n-butanol IS ¢ozeltisi eklenerek analiz edildi.
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3.7.3. Ust Bosluklu (Head space) GC-MS analiz parametreleri

Bu c¢alisma i¢in Sekil 3.4.’de gosterilen HP 6890 Gaz Kromatografisi ve Hewlett Packard
5973 Kiitle Spektrometresi ile Agilent 7694E iist bosluklu (head space-HS) 6rnekleyici

sistem kullanildi.

o

.

.|||||||Il‘t

Sekil 3.4. Alkol analizinin yapildigit HS/GC-MS cihazinin goriintiisii

HS Parametreleri

Vial sicakligi: 80°C

Loop sicakligi: 90°C
Transfer hatti: 100°C

GC Cycle Time: 4 dk.

Vial denge siiresi: 4dk.
Basing siiresi: 0,20 dk.
Loop dolum siiresi: 0,20 dk.
Loop denge siiresi: 0,05 dk.
Enjeksiyon stiresi: 0,5 dk.

Calkalama tipi, siiresi: Yiiksek, 2dk
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GC-MS Parametreleri

Toplam analiz siiresi 3.5 dk.

Kolon: HP- 5MS 30m*250um*0.25um

Baslangi¢ sicakligi: 37°C

Bekleme siiresi: 2 dk.

37°C’de 2 dakika bekledikten sonra cihaz dakikada 2°C artarak 40°C’ye ulasir.
Split oran1 50:1

Analiz modu: SIM

SIM modunda izlenen iyonlar (m/z):

Etanol 31, 46

n-butanol (IS) 31,41, 56

3.8. Siiriicii Numunelerinin Analizi

Stirticiilerden alinan 40 serum numunesi diazepam, klonazepam ve alprazolam analizi i¢in, 37
tam kan numunesi de alkol analizi i¢in 3.5. ve 3.7.’de anlatilan analiz yontemlerine ve cihaz

parametrelerine gore ¢aligildi.



Kullanilan sistem parametrelerine gore serumda benzodiazepin analizi igin alprazolam,
diazepam, klonazepam, klonazepam-TMS ve IS (n-docosane) ile kanda alkol analizi i¢in

etanol ve IS (n-butanol)’iin alikonma siireleri, standart sapmalar1 ve baslica m/z parametreleri

4. BULGULAR

asagidaki tablolarda (Tablo VIII ve 1X) verildi.

Tablo VIII. Maddelerin alikonma siireleri (dk.) ve standart sapmalari

Madde Alikonma Siireleri (dk.) | Standart Sapma (n=6)
n-docosane (1S) 5.482 + 0,003
Diazepam 7.414 + 0,005
Klonazepam-TMS | 9.413 + 0,004
Klonazepam 12.540 +0,011
Alprazolam 14.637 + 0,054
Etanol 1.567 +0,036
n-butanol (IS) 2.736 + 0,064

Tablo IX. Maddelerin MS spektrumundaki baslica iyonlar1 (m/z)

n-docosane (1S) 57,71, 85
Diazepam 256, 283
Klonazepam-TMS 387, 352, 306
Klonazepam 280, 314, 234
Alprazolam 279, 204, 308
Etanol 31, 46
n-butanol (IS) 31,41,56
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Konsantrasyonu belirli kalibrasyon noktasinin kromatogramlar1 ve analiz edilen maddelerin kiitle spektrumlar1 Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.,
Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’da verildi. Sekillerde iistte goriilen kromatogram GC-MS sisteminde yapilan tarama programinin sonucunu, altta goriilen

kromatogram ise SIM (se¢ilmis iyon izleme) yonteminin sonucunu gostermektedir.
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Sekil 4.1. n-docosane (5ug/mL), Diazepam (20pg/mL), Klonazepam (40pg/mL) ve Alprazolam (80ug/mL) konsantrasyonlarinin

kromatogramlari (tarama ve SIM yontemleri ile)
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Sekil 4.2. n-docosane’a ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.3. Diazepama ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.4. Klonazepama ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.5. Alprazolama ait kiitle spektrumu
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Konsantrasyonu belirli ve klonazepam ig¢in tiirevlendirme prosediirii uygulanan bir kalibrasyon noktasinin kromatogrami ve klonazepam-TMS’in

kiitle spektrumu Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.”da verildi.
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Sekil 4.6. n-docosane (5 pg/mL), Diazepam (20 pg/mL), Klonazepam-TMS (40 pg/mL) ve Alprazolam (80 pg/mL) konsantrasyonlarinin

kromatogrami (tarama ve SIM yontemleri ile)
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Sekil 4.7. Klonazepam-TMS’e kiitle spektrumu
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Sadece i¢ standart eklenmis olan ve ¢alismada yer alan analitlerden herhangi birini igermeyen bos serum Ornegine ait kromatogram Sekil 4.8.’de

verildi.
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Sekil 4.8. Analit icermeyen bos serum kromatograminin goriintiisii (tarama ve SIM yontemleri ile)
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Analiz edilecek maddelerin bos serum 6rnegine katilmasiyla elde edilen kromatogramlari Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da verildi.
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Sekil 4.9. Katim yapilmis ve tiirevlendirimis serum kromatogrami (40 pg/mL diazepam, 160 pg/mL alprazolam, 80 pg/mL klonazepam-TMS

(tarama ve SIM yontemleri ile)
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Etanola ait kromatogram ve etanol ve n-butanoliin kiitle spektrumlar1 Sekil 4.11., Sekil 4.12. ve Sekil 4.13.’de verildi.
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Sekil 4.11. 0,5g/L konsantrasyondaki etanoliin kromatogrami
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Sekil 4.12. Etanola ait kiitle spektrumu
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Sekil 4.13. n-butanole ait kiitle spektrumu
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Alprazolam, diazepam, klonazepam, klonazepam-TMS ve etanole ait kalibrasyon

egrileri

Alprazolam i¢in kalibrasyon araligi 5-120 pg/mL olarak belirlendi. Bu aralikta korelasyon
katsayist R?= 0.9990 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,2121x-0,1654 olarak
hesaplandi. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.14.”de verildi. Burada, response ratio; etken maddenin
detektor cevabinin IS’nin detektdr cevabina oranini, concentration ratio; etken maddenin

konsantrasyonun IS’in konsantrasyonuna oranini ifade etmektedir.

ALPRAZOLAM
Response Ratio

’m Quadratic bem

1 ’w Lirear term
2 ’m Constant term
[ 0999003 Coefof Det[i*2)

by

1} 10 20
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Sekil 4.14. Alprazolama ait kalibrasyon egrisi
Diazepam i¢in kalibrasyon araligi 1.25-30 pg/mL olarak belirlendi. Bu aralikta korelasyon
katsayist R?= 0.9997 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,3949x-0,0178 olarak

hesaplandi. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.15.”de verildi.
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Sekil 4.15. Diazepama ait kalibrasyon egrisi
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Klonazepam i¢in kalibrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak belirlendi. Bu aralikta korelasyon
katsayis1 R>= 0.9987 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,02392x-0,03803 olarak

hesaplandi ve kalibrasyon egrisi Sekil 4.16.’da verildi.

clonazepam
Response Ratio

0.2+

lm Luadratic term
’m Linear term
0.1 ’m Constant term

| 0893737 Cosfof Det[i"2)

71—

0 h 10
Concentration Ratio

Sekil 4.16. Klonazepama ait kalibrasyon egrisi

Klonazepam-TMS i¢in kalibrasyon araligi 10-60 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu aralikta
korelasyon katsayis1 R?= 0.9970 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,1159x-0,2259
olarak hesaplandi. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.17.”de verildi.
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Sekil 4.17. Klonazepam-TMS’e ait kalibrasyon egrisi
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Etanol igin kalibrasyon egrisinin araligi 0,01-1g/L, bu aralikta korelasyon katsayis1 R%*=
0.9976 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,975x-0,00412 olarak kullanildi. Kalibrasyon

egrisi Sekil 4.18.”de verildi.

ETANOL
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Sekil 4.18. Etanole ait kalibrasyon egrisi
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LOD, LOQ sonuclar:

LOD ve LOQ hesaplamalari i¢in kalibrasyon egrisinin dogrusal araliginin en diisiik noktasinin

standart sapmalarindan yararlanildi. LOD ve LOQ sonuglar1 Tablo X.’de verildi.

Tablo X. Diazepam, alprazolam, klonazepam, klonazepam-TMS ve alkol igin LOD ve LOQ

sonuglart (ug/mL).

Diazepam | Alprazolam | Klonazepam | Klonazepam-TMS | Alkol

LOD 0.396 0.887 3.472 4.885 20

LOQ 1.201 2.688 10.521 14.802 59

Geri kazanim sonuclari

Geri kazanim hesaplamalar1 serum ornegine kalibrasyon egrisinin dogrusal araligindan diisiik
ve yiiksek 2 farkli konsantrasyon noktasi secilerek tekrarl bir sekilde yapildi. % Geri kazanim

ve % RSD sonuglar1 Tablo XI’de gosterildi.

Tablo XI. Diazepam, alprazolam ve klonazepam i¢in %Geri kazanim ve %RSD sonuglari

DIAZEPAM ALPRAZOLAM KLONAZEPAM
Konsantrasyon
(ug/mL) 7,5 20 30 80 15 40
Ortalama
(ug/mL) 5,75 14,66 22,36 59,27 11,19 28,09
Standart Sapma | 0,47 1,15 1,85 5,64 1,05 2,87
%RSD 8,17 7,85 8,27 9,52 9,38 10,23
%Geri
Kazanim 76,67% 73,30% | 74,53% 74,08% | 74,60% 70,23%
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Hasta orneklerinin analizi

Agustos 2016 — Kasim 2017 tarihleri arasinda Saglik Bilimleri Universitesi Haseki Egitim ve
Arastirma Hastanesi Acil Tip Klinigi’ne yaralamali trafik kazas1 sonucu bagvuran
stiriiciilerden toplanan 37 tam kan ve 40 serum numunesi 3.5. ve 3.6. boliimlerinde anlatildig

gibi ¢alisildi.

Yapilan deneyler sonucunda toplam 44 siiriiciiden toplanan 40 serum numunesinde diazepam,
klonazepam ve alprazolam etken maddelerine rastlanmadi. Alkol analizi sonucunda ise, 37
tam kan numunesinde toplam 6 siiriiciiniin (% 16.22) kaninda alkole rastlandi. Analiz
sonuglar1 Tablo XlI’da ve alkol analizi pozitif sonu¢ veren bir 6rnek kromatogrami Sekil

4.19.”da gosterildi.

Tablo XII. Pozitif ¢ikan alkol analiz sonuglari

Ornek No | Alkol

6 184 mg/dL
9 192 mg/dL
10 12 mg/dL
13 205 mg/dL
25 348 mg/dL
33 2 mg/dL
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5. TARTISMA

Benzodiazepinler anksiyolotik, sedatif, hipnotik ve antiepileptik etkilerinden dolay1r tiim

diinyada yaygin olarak regetelendirilen ilaglardandir (5).

Depresyon sikayetleri ve benzodiazepin kullanim1 konulu bir aragtirmada, hastalarin yaklasik
iicte birine benzodiazepin regete edildigi saptanmustir (65). Ulkemizde 2011 yilinda Isparta’da
yapilan bir ¢alismada ise benzodiazepinlerin recetelendirme sikligi %2.06 bulunmustur.
Siklikla tercih edilen benzodiazepinler ise alprazolam (%76.4), klonazepam (%11.4) ve

diazepam (%6.8)’dir (66).

Bachhuber ve ark.,, ABD’nin biliylk sehirlerinde yaptiklart bir arastirmada ise
benzodiazepinlerin amaci disinda kullanimlar1 sebebiyle acil servislere yapilan bagvurularin
2004-2011 yillar1 arasinda arttig1 goriilmiistiir (35). Istanbul’da lise 6grencileriyle yapilan bir
caligmada benzodiazepinlerin; nargile, alkol, sigara ve ugucu maddelerden sonra en az bir

kere kullanildigi sonucu ortaya ¢ikmistir (37).

5237 sayili kanunda “iretimi resmi makamlarin iznine veya satis1 yetkili tabip tarafindan
diizenlenen receteye bagli olan ve uyusturucu veya uyarict madde etkisi doguran maddeler”
kapsaminda 2008-2009 yillarinda Adli Tip Kurumu’nda degerlendirilen dosyalarda en sik
karsilagilan ilag grubunun benzodiazepinler (%82.3) oldugu goriilmiistiir (36). Bu ilaglarin
medikal kullanimlarmin yaninda koétiiye kullanimlarinin da yaygin olmasi, uyusukluk hali,
alg1 ve hafiza zayiflamalar1 gibi yan etkileri cinsel saldir1 dahil bir¢ok adli vakanin parcasi
olmalarma sebep olur. Ozellikle alkol, yasadist maddeler ve diger medikal ilaglarla birlikte
kullanimlar1 yan etkilerini arttirir. Bu sebeplerle de analizleri ve analizleri i¢in secilecek

yontemin giivenilir ve segici olmasi onem kazanmaktadir. Benzodizepinlerin biyolojik
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materyalden, atik sudan ve igeceklerden tayini igin ¢esitli analitik yontemlere bagvurulmustur

(4,5).

Adamowicz ve Kala tarafindan ¢esitli benzodiazepinlerin de i¢inde oldugu cinsel saldiri
amaciyla kullanilan 128 farkli madde ve ilacin idrardan yan yana analizi i¢in tarama, tespit ve
miktar tayini yontemi gelistirilmis, SPE ve GC-EI-MS yontemlerinden yararlanilmistir.
Tercih edilen yontem kan Ornekleri ve ig¢ecekler gibi biyolojik olmayan 6rnekler i¢in de
uygulanabilir oldugu ifade edilmistir (58). Inoue ve ark.,, tam kan numunelerinden
benzodiazepin tayininde SPE yontemi i¢in Oasis HLB kartuslarindan yararlanmis ve analizler
tirevlendirme basamagi gerceklestirilmeden GC-MS cihazi ile analiz gergeklestirmislerdir
(59). Nakamura ve ark., alprazolam, diazepam ve klonazepamin da oldugu 22 farklh
benzodiazepin ve metabolitinin Oasis HLB kati faz ¢ekitleme kartuslari ve LC-MS/MS
kullanilarak serumdan tayini i¢in yontem gelistirmislerdir (61). Borrey ve ark. tarafindan
gelistirilen SPE ve GC-MS yonteminden yararlanilarak yapilan bir bagka ¢alismada ise farkli
benzodiazepinlerin ve metabolitlerinin idrarda diisiik dozda tayini yapilmistir SPE asamasinda
ise yitkama basamaginda su ve asetonitrilin beraber kullanilmasinin matriks etkisini azalttig1
ifade edilmistir (60). Saito ve ark.’nin SPDE ve LC/TOF-MS yo6ntemlerini kullanarak i¢inde
alprazolam ve diazepamin da oldugu bazi benzodiazepinlerin analizi i¢in gelistirilen
yontemde serum ve idrar numuneleriyle ¢alisilmistir. S6z konusu ¢alismanin 6rnek hazirlama
asamasinda serum numunesi i¢in protein ¢oktiirme ve enzim hidroliz basamaklarindan
yararlanilmistir. (62). Mazhar ve Binder’in SPE ve HPLC yontemlerinden kullanarak
serumdan benzodiazepin (diazepam ve alprazolamin dahil oldugu) ve trisiklik
antidepresanlarin analizi i¢in gelistirdigi yontemde kati faz g¢ekitleme asamasinda matriks
etkisini en aza diislirmek icin yikama basamaginda asetonitrilin de kullanilmasi tavsiye
edilmistir (63). Yukarida bahsi gegen calismalardan elde edilen validasyon bulgulari bu

caligmanin sonugclari ile karsilastirilmak tizere Tablo XI1I’de ayrintili sekilde verilmistir.
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Geri Kazanim

Geri Kazamim

Yontem r Dogrusal Arahk LOD LOQ Konsantrasyonu % RSD %
Adamowicz ve
Kala, 2010 SPE, GC-EI-MS Diazepam 0.9659 0.4-50 pg/mL 0.3pug/mL 0.4pg/mL - 16 -
idrar Alprazolam 0.9831 0.3-50 pg/mL 0.2pg/mL 0.3pug/mL - 67 -
Klonazepam-TMS  0.9984 20-50 pg/mL 12pg/mL 20pg/mL - 16 -
Inoue ve ark.,
2000 SPE, GC-MS Diazepam >0.995 5-500ng/mL 1ng/mL - 10 ng/mL 95.9 6.0
tam kan 200 ng/mL 68.7 4.9
Alprazolam >0.995 5-500ng/mL 1ng/mL - 10 ng/mL 108.3 9.9
200 ng/mL 97.0 5.6
Klonazepam - - 20 ng/mL - 10 ng/mL 104.6 28.8
200 ng/mL 118.5 7.0
Nakamura ve
ark., 2009 SPE, LC-MS/MS Diazepam 0.999 10-500ng/mL 2.0ng/mL 6.8ng/mL LOQ 98.9 11.4
serum 100ng 62.4 53
Alprazolam 0.998 5-500ng/mL 0.6ng/mL 2.1ng/mL LOQ 112.8 175
100ng 945 54
Klonazepam 1.000 10-500ng/mL 2.3ng/mL 7.5ng/mL LOQ 101.8 11.8
100ng 93.9 4.0
Borrey ve ark.,
2001 SPE, GC-MS Alprazolam 0.9996 50-1000 ng/mL 16 ng/mL - 5 ng/mL 92.67 -
idrar 100 ng/mL 99.27 -
1000 ng/mL 94.8 -




Tablo XII1.’{in devam
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Saito ve ark.,

2014 SPDE, LC-TOF/MS  Serum
serum, idrar Diazepam >0.998 500-2000 ng/mL 1-10 ng/mL  5-50 ng/mL 50 ng/mL 93.7 3.0
500 ng/mL 98.7 4.2
Alprazolam >0.998 500-2000 ng/mL 1-10 ng/mL  5-50 ng/mL 50 ng/mL 104.8 3.6
500 ng/mL 104.7 3.1
idrar
Diazepam >0.998 500-2000 ng/mL 1-10 ng/mL  5-50 ng/mL 50 ng/mL 99.4 34
500 ng/mL 91.5 4.1
Alprazolam >0.998 500-2000 ng/mL 1-10 ng/mL  5-50 ng/mL 50 ng/mL 99.1 35
500 ng/mL 100.1 4.2
Mazhar ve
Binder, 1989 SPE, HPLC Diazepam >0.999 50-2000 ng/mL - - 50 ng/mL 100 -
serum 500 ng/mL 103 -
Alprazolam >0.999 10-200 ng/mL - - 10 ng/mL 100 -
50 ng/mL 98 -
Bu ¢alisma SPE, GC-MS Diazepam 0.9997 1.25-30 pg/mL 0.396 pg/mL  1.201 pg/mL 7.5 pg/mL 76.67 8.17
serum 20 pg/mL 73.3 7.85
Alprazolam 0.9990 5-120 pg/mL 0.887 ug/mL  2.688 ug/mL 30 pg/mL 74.54 8.27
80 pg/mL 74.08 9.52
Klonazepam 0.9987 10-60 pg/mL 3.472 pg/mL  10.521 pg/mL 15 pg/mL 74.6 9.38
40 pg/mL 70.23 10. 23
Klonazepam-TMS  0.9970 10-60 pg/mL 4.885 ug/mL  14.882 pg/mL. - - -
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Bu calismada biyolojik Ornekten diazepam, alprazolam ve klonazepam analizi igin
Adamowicz&Kala’in yonteminden yola ¢ikilarak, Saito ve ark. ve Mazhar ve Binder’in
yontemlerinden yararlanilarak bir analiz yontemi gelistirildi (58, 62, 63). Ornek hazirlamada
SPE yontemi Oncesinde protein ¢oktiirme islemi gerceklestirildi ve bu sekilde SPE yontemi
daha kolay uygulanabilir hale geldi. Ayrica SPE asamasinda matriks etkisini azaltmak i¢in
cesitli calismalar yapildi. Bunun icin Adamowicz&Kala’nin yonteminde belirtilen yalniz
ultra saf su ve Oasis HLB SPE kartusunun iiretici firmasinin prosediiriinde bulunan %5
MeOH ve ultra saf su ile yikama basamagi ayr1 ayr1 gerceklestirilerek karsilastirildi. Ancak
literatiirden de (60, 63) yararlanilarak yapilan denemelerle benzodiazepin analizleri i¢in
MeOH yerine asetonitrilin ultra saf su ile beraber kullanilmasinin matriks etkisini azaltmak

icin en iyi sonucu verdigi goriildii.

Yapilan ¢aligmadan elde edilen dogrusallik sonuclarma gore; diazepam i¢in dogrusal aralik
1.25-30 pg/mL olarak belirlendi. Bu aralikta korelasyon katsayist R?= 0.9997 ve dogru
denklemi de y=0,3949x-0,0178 olarak bulundu. Diazepam igin serumda geri kazanim orani
ve RSD degerleri 7.5 pg/mL konsantrasyonunda %76.67 ve %8.17, 20 pg/mL
konsantrasyonunda %73.30 ve %7.85 bulundu. Alprazolam i¢in dogrusal aralik 5-120 pg/mL
olarak belirlendi. Bu aralikta korelasyon katsayist R?= 0.9990 ve dogru denklemi de
y=0,2121x-0,1654 olarak hesaplandi. Alprazolamin serumda geri kazanim oran1 ve RSD
degerleri 30 pg/mL konsantrasyonunda %74.53 ve %8.27, 80 pg/mL konsantrasyonunda
%74.08 ve %9.52 bulundu. Klonazepam i¢in dogrusal aralik 10-60 pg/mL olarak belirlendi.
Bu aralikta korelasyon katsayist R?= 0.9987 ve dogru denklemi y=0,02392x-0,03803 olarak
hesaplandi. Klonazepam i¢in serumda geri kazanim orant ve RSD degerleri 15 pg/mL
konsantrasyonunda %74.60 ve %9.38, 40 ug/mL konsantrasyonunda %70.23 ve %10.23

bulundu. Klonazepam-tms i¢in dogrusal aralik 10-60 pg/mL olarak belirlendi. Bu aralikta
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korelasyon katsayis1 R?= 0.9970 ve kalibrasyon egrisinin denklemi de y=0,1159x-0,2259
olarak hesaplandi. Tablo 5.1.°de goriilen benzer c¢alismalarla karsilastirildiginda, bu
calismanin dogrusallik ¢alismalarinda 6zellikle Diazepam ve Alprazolam i¢in daha yiiksek
korelasyon katsayisina sahip oldugu, klonazepam ve klonazepam-TMS igin ise benzer
sonuglar igerdigi belirlendi. Dogrusal aralik i¢in bakildiginda ise, farkli kromtografik

teknikler ve dedektorler kullanildigindan, degisken araliklar oldugu goriildii.

Calismamizda geri kazanim yiizdeleri %70.23-%76.67 arasinda, %RSD degerleri ise tim
maddeler i¢in <%15 bulundu. Tablo 5.1.’e bakildiginda diazepam, alprazolam ve klonazepam
icin bazi c¢alismalarla benzer geri kazanim sonuglarinin da oldugu goriildi (58, 59, 61).
Yontemimizin geri kazanim yiizdeleri genel olarak <%80 olmakla birlikte, disiik %RSD’ye

sahip oldugundan kabul edilebilir sinirlar igerisindedir (67).

LOD ve LOQ degerleri diazepam i¢in 0.396 pg/mL ve 1.201 pg/mL, alprazolam i¢in 0.887
pug/mL ve 2.688 nug/mL, klonazepam igin 3.472 ug/mL ve 10.521 pg/mL, klonazepam-TMS
icin 4.885 pg/mL ve 14.802 pg/mL’dir. Tablo 5.1.’deki caligmalarda LOD, LOQ degerleri ve
dogrusal kalibrasyon araligr i¢in ng/mL ve pug/mL konsantrasyonlarinda genis bir aralikta
sonuglar bulundu. Ozellikle s1vi kromatografisi ve ardisik kiitle spektrometresi kullanilan
yontemlerde daha diisik LOD, LOQ konsantrasyonlarina rastlanmaktadir (61, 62). GC-MS
ile Inoue ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise GC-MS parametrelerinde farkliliklar olmasi
(yiiksek sicaklik ve enjeksiyon hacmininin fazla olmasi) ve cihaza verilen eliiatin daha derigik
hazirlanmas1 gibi 6rnek hazirlama ve analiz kosullarinin farkliligindan dolayr daha diisiik
LOD konsantrasyonuna ulasildig1 diistiniilmektedir (59). Bizim g¢alismamizda da sonuglar

Adamowicz ve Kala’nin ¢alismasina benzer sonug vermistir (58).
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GC-MS ile calisirken daha polar bilesiklerin termal dayanikliligini arttirmak, analiz sirasinda
bozunma olmasini Onlemek i¢in tiirevlendirilmesi tavsiye edilmektedir (68). Ciinkii
klonazepam gibi aromatik 7-nitro bilesikler kismen bozunarak aminli bilesiklerine
doniisebilirler. Ozellikle yiiksek sicakliklarda ve analitin kolonda kalma siiresine bagli olarak
bozunan {iiriin miktar1 artabilir (69). Klonazepamin tiirevlendirilmesi ile LOD ve LOQ
degerlerinde bir iyilesme olmadigi, tirevlendirilmeden analiz edilen klonazepam
calismasinda LOD ve LOQ degerlerinin daha diisiik oldugu goriildiigiinden
tiirevlendirilmeden yapilan ¢aligmalar hem zaman hem de tiiketilen malzeme agisindan daha
etkin bulundu. Calismada klonazepam standart ¢dzeltilerinde beklenen sonuglarin
alimamamasinin nedeninin de maddenin termal olarak dayaniksiz olmas1 gibi 6zelliklerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica farkli parametreler ile denenmesine ragmen calisma
boyunca tiirevlendirme basamaginin kromatogramlarinin ozellikle katim yapilmis serum
orneklerinde istenen sonuclart vermemesi tiirevlendirme basamaginin ¢ikarilmasina sebep

oldu.

Benzodiazepinlerin sedasyon ve biligsel performansin bozulmasi gibi yan etkileri nedeniyle
stiriciilerin direksiyon hakimiyeti, yol takibi ve acil durumlarda karar verme becerisi gibi
davramglari etkilenebilir (7, 19). Ozellikle yiiksek dozda kullanildiklarinda ve kullanilmaya
baglanmasinin ilk haftalarinda risk daha fazladir. Ayrica yarilanma Omrii uzun olan
benzodiazepinlerin de siiriis performansindaki olumsuz etkileri daha fazladir (7, 10). Bu
nedenle benzodiazepinlerin siirlis glivenligine etkileri iizerine c¢alismalar Onem

kazanmaktadir.

Yol kenar1 testlerinde alkol i¢in pozitif sonu¢ veren 275 Koreli siiriiciiniin kan 6rnekleriyle

yapilan analizlerde immunoassay ile birlikte SPE ve GC-MS’den yararlanilarak madde
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kullanim oranlarina bakilmistir. Toplamda 14 pozitif sonucun 4 tanesinde benzodiazepine
(diazepam ve metabolitleri) rastlanmis ve miktar tayini yapildiginda kalibrasyon egrisinin iist

noktasi olan 219 ng/mL’den daha yiiksek miktarda bulunmustur (42).

Ulkemizde 2010-2011 yillar1 arasinda adli makamlar tarafindan alkol analizi talep edilen
4274 ve alkol ve madde/ilag analizi talep edilen 91 kan numunesi Adli Tip Kurumu’nda
calisilmistir. Alkol i¢cin HS-GC, ilag/maddde kullanimi i¢in de immunoassay (CEDIA) ve
ardindan SPE ile LC-MS/MS yonteminden yararlanilmistir. 91 numunenin 40 tanesinde

alkol, 4 tanesinde de benzodiazepine rastlanmistir (23).

Jones ve Holmgren tarafindan Isveg¢’te yapilan bir ¢alismada bozulmus siiriis sebebiyle
yakalanan siiriiclilerden seg¢ilen kan Orneklerinde diazepam ve nordiazepam miktarlarina
bakilmistir. Analizler i¢in LLE ile GC-NPD yontemlerinden yararlamilmistir. Analitik
metodun LOQ konsantrasyonu 0.05mg/L iken siiriiciilerin kan 6rneklerindeki benzodiazepin

konsantrasyonu 0.05mg/L-6.1mg/L arasinda degismektedir (43).

2012-2015 yillar1 Iskogya’da 6liimlii trafik kazalarinda 146 arag¢ ve motorsiklet siiriiciisiinden
alinan kan ornekleriyle yapilan toksikolojik analizlerde alkol i¢in GC-FID ilag/ madde i¢in de
ELISA ve GC-MS veya LC-MS’den yararlanilmistir. 146 vakanin 118’ine tam toksikolojik

analiz yapilmis ve 24iinde alkol ve 13iinde diazepam tespit edilmistir (40).

Mura ve ark. ¢alismasinda ise 6 farkli hastanenin acil boliimiine gelen 900 yaralamali trafik
kazas1 ve kontrol grubu olarak ayni acil boliimiine travmatik olmayan sebeplerle gelen
ehliyeti olan 900 hastanin kan 6rnekleriyle ¢alisilmistir. Calismada alkoliin yani sira yasal ve
yasadisi ila¢ ve maddelerin analizleri de yapilmistir. Alkol i¢in GC-FID, medikal ilaglar ise

HPLC-DAD kullanilmistir. Yaralamali trafik kazasi sonucu kan 6rnegi alinan 900 siiriiclide
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alkol seviyesi yasal siirin iizerinde %26 siiriicii bulunmustur. Diazepam oran1 %1.1 iken

alprazolam orasi ise %0.2’dir (41).

Avrupa Birligi tarafindan 2006 - 2011 yillar1 arasinda gergeklestirilen Avrupa’da Uyusturucu
Madde, Alkol ve Ilag Etkisi Altinda Ara¢ Kullanimi — Driving Under the Influence of Drugs,
Alcohol and Medicines in Europe (DRUID Project) projesinde 13 iilkede trafikte seyir
halinde bulunan yaklasik 50.000 siiriicliniin kan ve agiz i¢i sivilariyla analizler yapilmistir.
Proje sonucunda alkol oran1 % 3.48, yasa dist madde % 1.9 bulunmus, medikal ilaglara da %
1.36 oraninda rastlanmistir. Benzodiazepinler ise %0.9 ile en sik rastlanan medikal ilaglar

olmustur (8).

Tiirkiye’de 2012 yilinda gergeklestirilen Trafikte Alkol ve Uyusturucu ile Etkin Miicadele
Sempozyumu sonug bildirgesine gore, siiriicliler arasinda alkol tespit edilme oraninin %15.4-

PR

35.2 arasinda degistigi belirtilmistir (15).

Bu calismada Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Acil Tip Poliklinigi’ne yaralamali trafik
kazalar1 sonucu bagvuran siiriiciilerden serum ve tam kan numuneleri alind1 ve gelistirilen
yontem ile analiz edildi. Kanda alkol analizleri icin ise Istanbul Universitesi- Cerrahpasa,
Adli Tip Enstitiisii Toksikoloji Laboratuvari’nin rutin kanda alkol analiz ydnteminden

yararlanildu.

Stirticiilerden alinan 40 serum numunesinin hicbirinde diazepam, alprazolam veya
klonazepam etken maddelerine rastlanmadi. Alkol analizi igin toplanan 37 tam kan
numunesinin 6’sinda (%16.22) etil alkole rastlandi. Ancak 6zel arag siiriiclilerine uygulanan
yasal limit olan 50 mg/dL sinir olarak kabul edildiginde, 4 siiriicii (%10.81) i¢in yasal agidan

pozitif sonug¢ bulundu.
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Madde, ilag ve alkol etkisi altinda ara¢ kullanimi konusunda yapilan arastirmalarla
karsilagtirildiginda, calismalarin yapildigi yer, zaman ve amaca gore benzodiazepinler ve
alkol igin farkli oranlarda sonuglarn ¢iktign goriilmiistir. Ornegin Acar ve ark.’nin
caligmasinda toplam 4274 olgunun 91’inde madde ve alkol siiphesi goriilmiistiir. Bu siiphe
edilenler arasinda ise sadece 4 kisinin kaninda benzodiazepin tiirevi madde tespit edilmistir
(23). Bu caligmada ise hastanenin acil servisine gelen tiim yaralamali trafik kazalarinin tek bir
merkezden toplanan Ornekleri arasinda genel bir degerlendirme yapilmaya c¢alisilmistir.
Ancak ¢alismamizin sonucunu degerlendirirken {ilkemizdeki hastanelerin acil servislerinin
caligsma sartlar1, yogunlugu ve hastanin sagliginin, 6rnek toplanmasindan daha 6ncelikli olusu
gibi sebeplerden dolay1 toplanan numune sayilarinin beklenenden c¢ok diisiik olmasi ve
slipheli, agir yaralamali trafik kazalarindan gelebilecek numunelerin toplanamamis olmasi
thtimali de g6z oniine alinmalidir. Yine Avrupa Birligi’nin ¢aligmasi olan DRUID projesinde
trafikte seyir halinde olan siiriiciilerle genel bir degerlendirme yapilmis olup, 50.000 siiriiciide
benzodiazepinlere rastlanma oraninin %0.9 oldugu dikkate alindiinda, pozitif sonug elde

edilebilmesi i¢in daha fazla sayida ornek ile ¢alisilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Bu ¢alismada yaralamali trafik kazalarinda alkoliin ve benzodiazepinlerin siiriis giivenligine
etkilerinin arastirilmasi1 amaglanmistir. Bu amagla serum 6rneklerinde benzodiazepinlerin yan
yana tayini i¢in secici ve gilivenilir bir yontem gelistirilmistir. Yapilan caligmalar 1518inda,
tirevlendirme basamagina ihtiya¢c duyulmadan diazepam, alprazolam ve klonazepam gibi
iilkemizde en sik regete edilen benzodiazepin tiirevlerinin biyolojik 6rnekte yan yana tayini
icin kabul edilebilir etkinlikte hizl1 ve tekrar edilebilirligi yiiksek bir yontem gelistirilmistir.
Yaramali trafik kazalarinda siiriicii olan bireylerin kaninda alkoliin yani1 sira bu etken
maddeler de aranmis ve siiriiciilerin hi¢birinde benzodiazepin tiirevi maddeye rastlanmazken,

sadece 4’linde yasal sinirin iizerinde alkol oldugu tespit edilmistir.

Ozellikle medikal kullanimiyla beraber suiistimalinin de yiiksek oldugu bu ilag grubunun
trafikteki etkileri ve yaygmlig1 hakkinda tilkemizde yeterli ¢alismanin bulunmamasi bunun
gibi c¢alismalar1 6nemli hale getirmektedir. Trafik kazalarimin da sebep oldugu olim ve
yaralanma oranlar1 dikkate alindiginda, benzodiazepinlerin siiriiciiler izerindeki etkileri, alkol
ile birlikte kullanimlar1 ve trafikteki tespiti hakkinda daha c¢ok c¢alisma yapilmasi

Onerilmektedir.

Bu sebeple gelistirilen bu yontemin uzun vadede farkli bolge hastanelerinden alinacak farkl
biyolojik drneklerle ve farkli analiz sartlariyla yapilacak benzodiazepin ve siiriis glivenliginde
madde etkisi c¢aligmalarina temel olusturacagi ve katki saglayacagi beklenmektedir.
Calismamizin ilerleyen zamanlarda daha fazla merkezle isbirligi yapilarak siirdiiriilmesi

planlanmaktadir.



81

KAYNAKLAR

10.

11.
12.

13.
. Dokmeci I, Dokmeci AH. Toksikoloji zehirlenmelerde tan1 ve tedavi. (2005) 4.baski.

14

15.

16.

Boles SM, Miotto K. Substance abuse and violence: A review of the literature.
Agression and Violent Behavior 2003;8(2):155-174.

Mercan S, Ac¢ikkol M. Madde kullaniminin kolaylastirdig suclar: maddeler ve
etkileri; deliller ve analizleri. Tiirkiye Klinikleri J Foren Med 2014;11(2):78-96.

Shbair MKS, Eljabour S, Bassyoni I, Lhermitte M. Durgs involved in drug facilitated
crimes- part Il: Durgs of abuse, prescription and over-the-counter medications. A
review. Ann Pharm Fr 2010; 68(6): 319-331.

Acikkol M, Mercan S, Karadayr S. Simultaneous determination of benzodiazepines
and ketamine from alcoholic and nonalcoholic beverages by GC-MS in drug
facilitated crimes, Chromatographia 2009; 70:1295-1298.

Persona K, Madej K, Knihnicki P, Pieskoszewski W. Analytical methodologies for
the determination of benzodiazepines in biological samples. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis 2015; 113:239-264.

Brown T, Milavetz G, Murry DJ. Alcohol, drugs and driving implications for
evaluating driver impairment. Annals of Advances in Automotive Medicine 2013; 57:
23-32.

Mercan S, Tiirkmen Z, Agikkol M. Siiriis giivenligini olumsuz etkileyen regeteli ve
recetesiz ilaglar: etkileri ve glivenlik tedbirleri. Tiirkiye Klinikleri J Foren Med Adli
Toksikoloji Ozel Sayis1 2015; 1(3): 21-28.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction. Driving under the
influence of drugs, alcohol and medicines in Europe - findings from the DRUID
Project. Publications Office of the European Union 2012.

Asirdizer M, Hekimoglu Y. Trafikte yol kenari alkol, uyusturucu ve uyarici tarama
testleri: tarihgesi ve giiniimiizde kullanimi. Adli Tip Biilteni 2015; 20(3): 181-187.

Smink BE, Egberts ACG, Lusthof KJ, Uges DRA, de Gier JJ. The relationship
between benzodiazepine use and traffic accidents: a systematic literature review. CNS
Drugs 2010; 24(8):639-653.

Galarneau DW, Conrad EJ. Benzodiazepine intoxication and withdrawal: assessment
and management. Hospital Medicine Clinics 2015; 4(4):513-525.

Leung SY. Benzodiazepines, opioids and driving: an overview of the experimental
research. Drug and Alcohol Review 2011; 30:281-286.

Gok S. Benzodiazepinler. Tiirkiye Klinikleri J Int Med Sci 2006; 2(1): 1-10.

Nobel Tip Kitabevi.

Akgiir SA, Coskunol H, (ed.). Bagimlhilik yapan maddeler ve toksikolojisi. (2014) Ege
Universitesi Yayinlar1 Toksikoloji ve ilag Bilimleri Enstitiisii No: 3, Ege Universitesi
Basimevi, Izmir.

Howard P, Twycross R, Shuster J, Mihalyo M Wilcock A. Benzodiazepines. Journal
of Pain and Symptom Management 2014; 47(5): 955-964.



82

17. Valentine JL, Middleton R, Sparks C. Identification of urinary benzodiazepines and

18.

19.

20.

their metabolites: comparison of automated HPLC and GC-MS after immunoassay
screening of clinical specimens. Journal of Analytical Toxicology 1996; 20: 416-424.

Hata T, Kanazawa T, Hamada T, Nishihara M, Bush Al, Yoneda H ve ark. What can
predict and prevent the long-term use of benzodiazepines? Journal of Psychiatric
Research 2018; 97: 94-100.

Motak L, Bayssac L, Taillard J, Sagaspe P, Huet N, Terrier P ve ark. Naturalistic
conversation improves daytime motorway driving performance under a
benzodiazepine: a randomised, crossover, double-blind, placebo-controlled study.
Accident Analysis and Prevention 2014; 67: 61-66.

Moffat AC, Osselton MD, Widdop B (ed.). Clarke’s analysis of drugs and poisons.
4 baski London: Pharmaceutical Press, 2011.

21. Asicioglu  F. Trafikte gilivenli siiris acisindan alkol, alkoliin adli tibbi

degerlendirilmesi. (2009) 1.baski, 5.1-40, Beta Yayncilik, istanbul.

22. Wilhelmi BG, Cohen SP. A framework for “driving under the influence of drugs”

policy for the opioid using driver. Pain Physician 2012; 15(3): 2015-230.

23. Acar F, Aker RG, Kucukibrahimoglu EE, Ates I, Erol Y, Sahin A. A review of

24,

25.

suspected cases of driving under the influence of drugs (DUID) involved in traffic
accidents in Istanbul (Turkey). Journal of Forensic and Legal Medicine 2013; 20:
626-631.

Barbone F, McMahon AD, Davey PG, Morris AD, Reid IC, McDevitt DG ve ark.
Association of road-traffic accidents with benzodiazepine use. The Lancet 1998;
352:1331-1336.

DRUID (Driving Under The Influence of Drugs, Alcohol and Medicines) 6th
Framework Programme. Effects of medicinal drugs on actual and simulated driving,
Final Report 2011.

26. Yasar ZF, Biiken E. Baskent Universitesine trafik kazas1 nedeniyle basvuran adli

217.

28.

olgularin incelenmesi. Adli Tip Biilteni 2015; 20(3): 132-137.

Onok RM. Trafik giivenligini tehlikeye sokma sugu (TCK m.179). TBB Dergisi 2015;
121; 157-202.

2918 sayili karayollar1 Trafik Kanunu. Yayin tarihi ve sayis1:18.10.1983-18195,
Kabul Tarihi:13.10.1983, Kanun No: 2918.
http://mevzuat.meb.gov.tr/html/18195 2918.html (Son Erisim Tarihi: 10.07.2018)

29. World Health Organization. Global status report on road safety 2015. WHO Press

30.

2015. http://www.who.int/violence injury prevention/road safety status/2015/en/
(Son Erisim Tarihi: 11.07.2018)

Tiirkiye Istatistik Kurumu & Emniyet Genel Miidiirliigii. Karayolu Trafik Kazas
Istatistikleri, 2013 Haber Biilteni. Temmuz 2014.

31. Karayollar1 Genel Midirligi & T.C. Ulastirma Denizcilik ve Haberlesme

Miidiirliigii. Trafik Kazalar1 Ozeti 2014. Trafik Giivenligi Dairesi Baskanligi May1s
2015.


http://mevzuat.meb.gov.tr/html/18195_2918.html
http://www.who.int/violence_injury_prevention/road_safety_status/2015/en/

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

83

Tirkiye Istatistik Kurumu & Emniyet Genel Miidiirliigii. Karayolu Trafik Kazalar
Istatistikleri, 2016 Haber Biilteni. Haziran 2017.

Tirk Ceza Kanunu 2004. T.C. Resmi Gazete 25611,12.10.2004.
http://www.resmigazete.qov.tr/eskiler/2004/10/20041012.htm (Son FErisim Tarihi:

10.07.2018)

Karayollar1 Trafik Yonetmeligi. T.C. Resmi Gazete 23053, 18.07.1997.
http://www.mevzuat.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.8182&Mevzuatlliski=0&s
ourceXmlSearch=karayollar%eC4%B1%?20trafik%20y%C3%B6netmeli%C4%  (Son
Erisim Tarihi: 10.07.2018)

Bachhuber MA, Maughan MC, Mitra N, Feingold J, Starrels JL. Prescription
monitoring programs and emergency department visits involving benzodiazepine
misuse: Early evidence from 11 United States metropolitan areas. International
Journal of Drug Policy 2016; 28:120-123.

Asicioglu F, Kucukibrahimoglu EE, Ilingi U. Psychotropic drugs evaluated in the
context of narcotic drugs according to the new Turkish criminal law. Klinik
Psikofarmakoloji Biilteni 2010; 20(4):314-320.

Evren C, Ogel K, Cift¢i Demirci A, Evren B, Goksan Yavuz B, Bozkurt M.
Prevalence of lifetime tobacco, alcohol and drug use among 10th grade students in
Istanbul. Klinik Psikofarmakoloji Biilteni 2014; 24(3):201-210.

International Council on Alcohol, Drugs and Traffic Safety (ICADTS). Categorization
System For Medicinal Drugs Affecting Driving Performance 2007.
http://www.icadts.nl/reports/medicinaldrugsl.pdf
http://www.icadts.nl/reports/medicinaldrugs2.pdf (Son Erisim Tarihi: 10.07.2018)

Brady JE, Li G. Prevalence of alcohol and other drugs in fatally injured drivers.
Addiction 2013; 108(1): 104-114.

Hamnett HJ, llett M, Izzati F, Smith SS, Watson KH. Toxicological findings in driver
and motorcyclist fatalities in Scotland 2012-2015. Forensic Science International
2017; 274:22-26.

Mura P, Kintz P, Ludes B, Gaulier JM, Marquet P, Martin-Dupont S ve ark.
Comparison of the prevalence of alcohol, cannabis and other drugs between 900
injured drivers and 900 control subjects: results of a French collaborative study.
Forensic Science International 2003; 133: 79-85.

Kim E, Choe S, Lee J, Jang M, Choi H, Chung H. Detection of drugs in 275 alcohol-
positive samples of Korean drivers. Forensic Science International 2016; 265: 186-
192.

Jones AW, Holmgren A. Concentration of diazepam and nordiazepam in 1000 blood
samples from apprehended drivers — therapeutic use ora buse of anxiolytics? 2012;
26(3): 198-203.

Starkey NJ, Charlton SG, Malthotra N, Ameratunga S. Prevalence of psychotropic
drug use prior to driving. Journal of Transport & Health 2017; 4:108-117.

Skoog DA, Holler JF, Crouch SR. Enstriimental Analiz Ilkeleri. (2013) 6.bask1 (Kilig
E, Yilmaz H, Cev.), Bilim Yayinlari, Ankara.


http://www.resmigazete.gov.tr/eskiler/2004/10/20041012.htm
http://www.mevzuat.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.8182&MevzuatIliski=0&sourceXmlSearch=karayollar%25C4%25B1%20trafik%20y%25C3%25B6netmeli%25C4%25
http://www.mevzuat.gov.tr/Metin.Aspx?MevzuatKod=7.5.8182&MevzuatIliski=0&sourceXmlSearch=karayollar%25C4%25B1%20trafik%20y%25C3%25B6netmeli%25C4%25
http://www.icadts.nl/reports/medicinaldrugs1.pdf
http://www.icadts.nl/reports/medicinaldrugs2.pdf

84

46. Giindiiz T. Kromatografi ve Elektroforez. (2015), s.1-111, Gazi Kitabevi, Ankara.

47. International Union of Pure and Applied Chemistry-Comission on Analytical
Nomenclature. Nomeclature for Chromatograpy-lUPAC Recommendations 1993.
Pure & Appl. Chem. 1993; 65(4): 819-872.

48. Ozcimder M, Demirci A. Gaz ve Stvi Kromatografileri Kromatografi Serisi 1. (2004),
s.11-26, Bilim Yayincilik, Kirikkale.

49. Giindiiz T. Instriimental Analiz. (1988), s.519-583, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Yaylari, Ankara.

50. Mcnair HM, Miller JM. Basic Gas Chromatography. New York: Wiley, 1998; 153-
173.

51.Gen¢ L (Ed.). Kromatografik sistemler. (2011), s.157-169, Bibam Yayinlar1 1,
Eskisehir.

52. Grob RL, Barry EF. Modern Practice of Gas Chromatography. 4.baski New Jersey,
2004.

53. Drummer O.H. Chromatographic screening of systematic toxicological analysis.
Journal of Chromatography 1999:733;27-45.

54. United Nations Office on Drug and Crime. Guidelines for the forensic analysis of
drugs facilitating sexual assault and other criminal acts. New York, 2011.

55. Roskar R, Lucin Trdan T. Analytical methods for quantification of drug metabolites in
biological samples. Robert Roskar and Tina Trdan Lusin. Analytical Methods for
Quantification of Drug Metabolites in Biological Samples, Calderon L, editor.
Chromatography - The Most Versatile Method of Chemical Analysis. InTech, 2012;
79-126.

56. Soylemezoglu T, Cegen T. Kati faz ckstraksiyon yontemi: analitik toksikolojide
uygulanmasi. (2003), s.5-24, Ankara Universitesi Basimevi, Ankara.

57. Tebbett 1 (Ed.). Gas chromatography in forensic science. Ingiltere: Ellis Horwood
Limited, 1992; 55-82.

58. Adamowicz P, Kala M. Simultaneous screening for and determination of 128 date-
rape drugs in urine by gas chromatography-electron ionization-mass spectrometry.
Forensic Science International 2010; 198: 39-45.

59. Inoue H, Maeno Y, lwasa M, Matoba R, Nagao M. Screening and determination of
benzodiazepines in whole blood wusing solid-phase extraction and gas
chromatography/ mass spectrometry. Forensic Science International 2000; 113: 367-
373.

60. Borrey D, Meyer E, Lambert W, Van Peteghem C, De Leenheer AP. Simultaneous
determination of fifteen low-dosed benzodiazepines in human urine by solid-phase
extraction and gas chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography B
2001; 765: 187-197.

61. Nakamura M, Ohmori T, Itoh Y, Terashita M, Hirano K. Simultaneous determination
of benzodiazepines and their metabolites in human serum by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry using a high resolution octadecyl silica column compatible
with aqueous compounds. Biomed Chromatogr 2009; 23: 357-364.



62.

63.

64.

85

Saito K, Kikuchi Y, Saito R. Solid-phase dispersive extraction method for analysis of
benzodiazepine drugs in serum and urine samples. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis 2014; 100: 28-32.

Mazhar M, Binder SR. Analysis of benzodiazepines and tricyclic antidepressants in
serum using a common solid-phase clean up and a common mobile phase. Journal of
chromatography 1989; 497: 201-212.

Food and Drug Administration (FDA). Guidance for industry validation of analytical
procedures for type c medicated feeds # 135. 2005.
https://www.fda.gov/downloads/AnimalVeterinary/GuidanceComplianceEnforcement
/Guidanceforindustry/UCMO052530.pdf (Son Erigim Tarihi: 09.07.2018)

65. Valenstein M, Taylor KK. Benzodiazepine use among depressed patients treated in

mental health settings. Am J Psychiatry 2004; 161:654-661.

66. Akpmar A, Yaman AR, Karakus K, Atay IM, Demirci K. The frequency of

67.

68.

69.

benzodiazepine use in the Isparta. Klinik Psikofarmakoloji Biilteni 2016; 26(2):169-
174.

Peters FT, Drummer OH, Musshoff F. Validation of new methods. Forensic Science
International 2007; 165: 216-224.

Borrey D, Meyer E, Lambert W, Van Calenberg S, Van Peteghem C, De Leenheer
AP. Sensitive gas chromatographic-mass spectrometric screening of acetylated
benzodiazepines. Journal of Chromatography A 2001; 910: 105-118.

Blachut D, Bykas-Strekowska M, Taracha E, Szukalski B. Application of gas
chromatography mass spectrometry (GC/MS) to the analsis of benzodiazepines.
Problems of Forensic Sciences 2004; 59: 5-37.


https://www.fda.gov/downloads/AnimalVeterinary/GuidanceComplianceEnforcement/GuidanceforIndustry/UCM052530.pdf
https://www.fda.gov/downloads/AnimalVeterinary/GuidanceComplianceEnforcement/GuidanceforIndustry/UCM052530.pdf

EKLER

Ek 1. Etik Kurul Onay Yazist




i ~ -
I 2







89

Ek 2.

ASGARI BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Calismanin bashgi: BAZI BENZODIAZEPIN GRUBU ILACLARIN YARALAMALI
TRAFIK KAZALARINDAKI ETKISI

Bu c¢alisma bilimsel bir arastirma olup, amacit benzodiazepin grubu ilaglarin ve
metabolitlerinin idrar ve kanda analiz edilmesi ve yontem gelistirilmesidir.

Aragtirma icin Saglik Bakanligi Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi acil poliklinigine
yaralamali trafik kazasi sonucu bagvuran ve ¢alismaya katilmayr onaylayan siiriiciilerden
idrar ve kan drnekleri aliacaktir. Alinan idrar ve kan drnekleriyle Istanbul Universitesi Adli
Tip Enstitiisii'nde gerekli analizlerin yapilarak benzodiazepin grubu receteli ilaglarin ve
metabolitlerinin miktarlarinin tayin edilmesi amaglanmaktadir. Bu calisma i¢in goniillii
bireylerden kan ve idrar drneklerinin alinmasi esnasinda, bireye herhangi bir zarar vermesi
ve tehlike olusturmasi s6z konusu degildir. Calisma sirasinda arastirma amaciyla yapilacak
analiz giderleri i¢in goniilli bireyin kendisinden veya bagli oldugu sosyal giivenlik
kurulusundan higbir iicret talep edilmeyecektir, goniillii yazili onay vermis olsa da
aragtirmanin her hangi bir doneminde arastirmadan vazge¢cmekte 6zgiirdiir, goniilliiniin
kimlik bilgileri ve tiim kayitlar1 sakh tutulacaktir, arastirma sonuclarinin yayimlanmasi
halinde dahi goniilliiniin kimliginin gizli kalacaktir.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida konusu
ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
arastirmact tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman
gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum ve soz konusu
arastirmaya, hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayt kabul ediyorum.

Bazi benzodiazepin grubu ilaglarin yaralamal trafik kazalarindaki etkisi arastirmasi
kapsaminda alinan kan ve idrar 6rneklerimin;

a) Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum

b) lleride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum
C) Hi¢bir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum

Goniilliiniin;

Adr: Soyadi: Imzas: Tarih:
Telefon no: Adres:

Gerekiyorsa Yasal Temsilcisinin .
Adr: Soyadi: Imzas1: Tarih:

Projede Arastirmaci

Adi, Soyadi: Nihan Dogusan Gokce Imzas: Tarih:
Tel: 0533 7334706

e-posta:nihandogusan@gmail.com



Ek 3. Katilimc1 Bilgi Formu

Acil Tarih: Kaza tarihi: Kaza saati:
Hastane adi: siddeti:
Doktor adi: .
Oliimlu Yaralamali
Yasi: Kilosu: Dogum Yeri:
Hasta Adr: Hasta Tel No:
Yok ilkokul Ortaoku | Lise Universite | Lisansiistii
Egitim: |
Medeni hali
Meslegi
Kullandigi ilaglar Yok [ ]
Son ilag kullanim
saati:
Depresyon Kalp-Damar Hast. Urtiker
Diyabet Hipertansiyon Alerji
Bilinen rahatsizliklari KOAH Epilepsi Uyku Apnesi
Diger:.............
Hicbir hastaligi yok [ ]
Yakin zamanda Soguk alginligi Cerrahi operasyon
gecirdigi hastalik var Enfeksiyon Diger:............
mi? Vertigo Yok
Bas donmesi Halsizlik, Uyku hali
Kaza 6ncesinde ve Zihin bulanikhgi Mide bulantisi Gdrme bozuklugu
sirasinda siiriiciiniin Denge kaybi Dikkat eksikligi Diger......

herhangi bir sikayeti
var miydi?

Hicbir sikayeti yok |:|

Hastanin Biling
durumu

Hastanin klinik tablosu | GSK: TA: Nb:
SS: Ates: SPO:2:
Diger:

\r;l::'nalgg:e alindigi tarih Tarih: Saat:

Numune tiirii ve idrar: ........ mL Kan: ......... mL

miktari

Hastaya tedavi
sirasinda uygulanan
ilaglar
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